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(57) Abstract 

A composition for transfecting higher eucaryotic cells with a complex of nucleic acid and a nucleic acid-affme substance is 
possibly conjugated with an internalization factor for such cells. The composition contains an endosomolytic agent that is a free 
or bound virus, or virus component or a viral or non-viral peptide with endosomolytic properties. 

(57) Zusammenfassang 

Zusammensetzung fur die Transfektion von hoheren eukaryotischen Zellen mit einem Komplex aus Nukleinsaure und 
Nukleinsaure-affiner Substanz, die gegebenenfalls mit einem Internalisierungsfaktor ftir diese Zellen konjugiert ist Die Zusam- 
mensetzung enthait ein endosomolytisches Mittel, das entweder ein freies oder ein gebundenes Virus oder eine Viruskomponente 
oder ein virales oder nicht-virales Peptid mit endosomolytischen Eigenschaften ist 
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Zusammensetzung fur das Einbringen von Nukleinsfcure- 
Komplexen in hehere eukaryotische Zellen 

Die Erf indung bezieht sich auf das Einbringen von 
Nukleinsauren in hGhere eukaryotische Zellen. 

Bedarf an einem effizienten System fur das Einfiihren 
von NukleinsSure in lebende Zellen besteht vor allem im 
Rahmen der Gentherapie. Dabei werden Gene in Zellen 
eingeschleust, um in vivo die Synthese. therapeutisch 
wirksamer Genprodukte zu erzielen, z.B. um im Falle 
eines genetischen Defekts das fehlende Gen zu ersetzen. 
Die "klassische" Gentherapie beruht auf dem Prinzip, 
durch eine einmalige Behandlung eine dauernde Heilung 
zu erzielen. Daneben besteht jedoch Bedarf an 
Behandlungsmethoden, bei denen die therapeutisch 
wirksame DNA (oder auch mRNA) wie ein Medikament 
( "Gentherapeutikum" ) je nach Bedarf einmalig Oder 
wiederholt verabreicht wird. Beispiele fiir genetisch 
bedingte Erkrankungen, bei denen die Gentherapie einen 
erfolgversprechenden Ansatz darstellt, sind Hamophilie, 
beta-Thalassamie und "Severe Combined Immune 
Deficiency" ( SCID ) , ein Syndrom, das durch einen 
genetisch bedingten Mangel des Enzyms Adenosindeaminase 
hervorgerufen wird. Anwendungsmoglichkeiten bestehen 
weiters bei der Immunregulation, wobei durch 
Verabreichung f unktioneller Nukleinsaure, die fUr ein 
sekretiertes Protein-Antigen oder fUr ein nicht- 
sezerniertes Protein-Antigen kodiert, mittels einer 
Impfung eine humorale oder intrazellulSre ImmunitSt 
erzielt wird. Weitere Beispiele ftir genetische Defekte, 
bei denen eine Verabreichung von Nukleinsaure, die fiir 
das defekte Gen kodiert, z.B. in individuell auf den 
Bedarf abgestimmter Form verabreicht werden kann, sind 
Muskeldystrophie (Dystrophin-Gen) , Cystische Fibrose 
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amtirane conductance regulator 
fCvstic fibrosis transmembrane conau 
( uysT-ii- a-j-w /TnT_Re>zeotor-Gen) . 

o^jontimfl wenn Hormone, 
potentiell dann von Bedeutung, w 

synthetisiert werden soXXen. 

• «i-«XXt auch einen erf olgversprechenden 

Innnunogenxzitat von ^ 2U 

diese verandert, urn sie entweaet 

Lhen, Oder urn sie zu veranlassen, bestxmmte 

„>dulierende Substanzen zu Um dies 

zvtokine die dann eine Immunantwort ausiosen 

zyto , - j» j _ zellen mit DNA transf xzxert, 

zu oewirKen, werden dxe Zellen TNF-a, 

die fur ein Zytokin, z.B. IL>2, » A 
! JZ Bisher wurde Gentransfer in autologe 
TumorzeXXen hauptsSchXich mittels retrovxraXer 
durchgef tihrt . 

<= nhritt enen Technologien 
Die bisher am weitesten fortgeschrxtte 
«r die Anwendung von NuRXeinsSuren xm Rahmen der 
^tberapie benutzen retroviral Systeme far den 

von Genen in die Zelle (Wilson et aX 1990 
Tasfd " al., 1990). Die Verwendung von Retrovxren xst 
Kasxd et ax ' zum indest zu exnem 

je doch probXematxsch, we Nebenwirkunge n wie 

geringen -^^^ Rekombin ation mit 
infektion mxt dem Vxrus iau Helferviren und 

aie stabile Transforation der so^atrschen Zellen 

Hilfe von Retxoviren erziexx 
Patienten. wxe «—* 
wird, nicht in jedem FaXi wuiu, 
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die Behandlung, z.B. bei Auftreten von Nebenef fekten, 
nur mehr schwer riickgangig gemacht werden kann. 
AuBerdem ist es bei dieser Therapieform schwierig, 
einen genugend hohen Titer zu erhalten, urn genQgend 
Zellen zu inf izieren. 

Nukleinsauren als therapeutisch wirksame Substanzen 
kommen auBerdem zur Anwendung, um bestimmte 
Zellfunktionen zu inhibieren, z.B. haben sich Antisense 
RNAs und -DNAs als wirksame Mittel fiir die selektive 
Inhibierung bestimmter Gensequenzen erwiesen. Ihre 
Wirkungsweise erm6glicht ihre Anwendung als 
Therapeutika zur Blockierung der Expression bestimmter 
Gene (wie deregulierter Onkogene oder viraler Gene) in 
vivo. Es wurde bereits gezeigt, daB. kurze Antisense- 
Oligonukleotide in Zellen importiert werden und dort 
ihre inhibierende Wirkung ausiiben kSnnen (Zamecnik 
et al. # 1986), wenngleich ihre intrazelluiare 
Konzentration, u.a. wegen ihrer beschrankten Aufnahme 
durch die Zellmembran auf Grund der starken negativen 
Ladung der Nukleinsauren , gering ist, 

Ein weiterer Ansatz zur selektiven Inhibierung von 
Genen besteht in der Anwendung von Ribozymen. Auch hier 
besteht das BedUrfnis, eine mdglichst hohe 
Konzentration von aktiven Ribozymen in der Zelle zu 
gewahrleisten, wofUr der Transport in die Zelle einer 
der limitierenden Faktoren ist. 

Die Anwendung der Gentherapie zur Erzielung einer 
intrazelluiaren Immunitat umfaBt die Transduktion von 
Genen, die eine Schutzwirkung gegen Viren haben (sog. 
"protective genes"), z.B. transdominante Mutationen von 
Genen, die fUr virale Proteine kodieren, oder DNA- 
MolekUle, die ftir sog. "RNA decoys" kodieren. 
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Es besrebb debar Bedarf an Methodeb. - die Expression 
von DNA in der ZeUe zu ermdgliehen. 
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SuBerst leistungsf ahigen Weg der Rezeptor-vermittelten 
Endozytose (Wu und Wu, 1987, Wagner et al., 1990, und 
EP-A1 0388 758). Dieser Ansatz bedient sich 
bifunktioneller molekularer Konjugate, die eine DNA- 
Bindungsdomane und eine DomSne rait Spezifitat fur einen 
ZelloberflSchen-Rezeptor aufweisen (Wu und Wu, 1987, 
Wagner et al., 1990). Wenn die ErkennungsdomBne vom 
Zelloberfiachen-Rezeptor erkannt wird, wird das 
Konjugat uber den Weg der Rezeptor-vermittelten 
Endozytose internalisiert, wobei die an das Konjugat 
gebundene DNA mittransportiert wird. Mit Hilfe dieser 
Methode konnten Gentransfer-Raten erzielt werden, die 
den herkommlichen Methoden zumindest ebenburtig waren 
(Zenke et al., 1990). 

Es konnte gezeigt werden, dafl mittels dieses Systems in 
die Zelle transportierte DNA exprimiert wird und daS im 
Falle der Verwendung inhibierend wirkender NukleinsSure 
die inhibierende Wirkung durch das Transportsystem 
nicht beeintrSchtigt wird. 

Die PCT-Anmeldung W091/17773 bezieht sich auf ein 
System fur den Transport von Nukleins&uren mit 
spezifischer Wirkung fur T-Zellen. Dieses System macht 
Gebrauch von Zelloberf lachenproteinen der T-Zell- 
Abstammungslinie, z.B. CD4, dem vom HIV-Virus benutzten 
Rezeptor. Die zu importierende. NukleinsSure wird mit 
einem Protein- Polykation-Konjugat komplexiert, dessen 
Proteinanteil ein Protein mit der Fahigkeit ist, an das 
T-Zell-Oberflachenprotein, z.B. CD4, zu binden und 
Zellen, die dieses Oberf lachenprotein exprimieren, mit 
den erhaltenen Protein-Polykation/NukleinsSure- 
Komplexen in BerQhrung gebracht. Es konnte nachgewiesen 
werden, daB mit Hilfe dieses Systems in die Zelle 
transportierte DNA in der Zelle exprimiert wird. 
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n cam ist das Merkroal, 
Diesen beiden Erfindungen gemeo-nsam ist aa 
Di . _. „ he zeilfunktionen benutzen, urn den 

vorlisgendan ^ Faktoren 2U verstehen. 

oban erwahnten Erfindungen ist der 

oben erwann Transfe rrin bzw. ein an ein 

Internalisierungsfaktor Transxe 

(Dera rtige Substanzen warden i. ^ 
"Nukleinsaure-affine Substanzen oder, aa 

"DNA-Bindungsdomane" bezeichnet. Wenn exne 
.at DNA DNA Bin _ g deg Konjugan: s zwischen 

solche Substanz als Bestanur faktor e ine 

aer Nukleinsaure und einem Internalisierung 

v. „.+»n* wird sie im folgenden als 
Verbindung herstellt, wira s 

"Verbindungsfaktor" bezeichnet. ) 

Im Zuge dieser beiden Erfindungen war festgestellt 

*1 daB ein Optimum for die Aufnahme von 
lutein dl Zelle erzielt werde^k ann — - 

Verbis 

«• m ^Tl^on^rl waren. Ausgebend von 
Komplese weitgebend elek troneu verbessert , die 
dieser Beobachtung wurden die Methoden v 
fur den Import von Nukleinsauren in hohere . 
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eukaryotische Zellen Irvternalisierungsf aktor- 
Verblndungsf aktor /NukleinsSure-Komplexe benutzen. 

Von Wagner et al.,. 1991a, wurde eine Methode 
beschrieben, mit Hilfe derer die Effizienz von 
Systemen, bei denen die Aufnahme von Nukleinsfiuren 
mittels Internalisierungsf aktoren erfolgt, verbessert 
werden kann. Die Menge der in die Zelle auf genommenen 
NukleinsSure-Menge wird nicht verringert, wenn ein Teil 
der Transferrin-Polykation-Konjugate durch nicht- 
kovalent gebundenes Polykation ersetzt wird; in 
bestimmten Fallen kann sogar eine betrfcchtliche 
Steigerung der DNA-Aufnahme erreicht werden. 
Untersuchungen zum molekularen Zustand von Transferrin- 
Polykation-Plasmid-DNA-Komplexen, die mit als optimal 
ermittelten DNA/Konjugat-VerhSltnissen hergestellt 
worden waren, hatten ergeben, daB die Plasmid-DNA in 
Gegenwart der Kon jugate zu toroiden Strukturen (Shnlich 
"doughnuts") mit einem Durchmesser von ca. 80 - 100 nm 
verdichtet vorliegt. ) 

Die mit an T- Zellen bindenden Proteinen als 
Internalisierungsf aktor durchgef uhrten Versuche 
brachten ahnliche Ergebnisse. 

Der Zusatz freier Nukleinsaure-af finer Substanz(en) 
bewirkt auch dann eine Steigerung der Effizienz des 
Importsystems, wenn eine andere Nukleinsaure-af f ine 
Substanz als Verbindungsf aktor verwendet wird. 

Die von Wagner et al., 1991a, beschriebenen Komplexe, 
die mittels Internalisierungsf aktor uber Endozytose in 
hfihere eukaryotische Zellen aufgenommen werden, 
enthalten NukleinsSure, komplexiert mit einem 
Internalisierungsf aktor-Verbindungsf aktor-Konj ugat . 
ZusStzlich enthalten die Komplexe eine Oder mehrere 
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MukleinsSure-affine Substanzen, die gegebenenfalls 

kovalenr gebundener und/oder Eltptess ion 

der Nukleinsaure gesteigert wr ' aber 

auf eine kondensierende Wirkung, mflglrcherweise 

H auf andere Mecbanisnen zurUckzufUbren earn durfte. 

wenn auch ^ Hilfe dieser MeZhode J^™""" 

Zusanunenhang wird nicnr aus* TOlew = n ten 

Vorha ndensein des ^ "/J^^^ 

ZelloberflSchenrezeptors bestunmt, dxe Be 

denen die Anwendung dieses Systems unterlxegt sin 

^^ii von Nukleinsaure, der xn aen z-ex 9 
szeigem. wurde in Experimented die der vor 
Transfektxon der zellen in «I in den 

^BUre ^a -a^-koLe eine verstarkte 

v er»endeten substanr stark eine 

ausoewahlte lysosomatrope Substanzen ne 

3— - ™s £ ers rZ d andere zesen _ 

soger inhibierten. So wurde z.B. festge 

efLiente I«P=rt von DNA von der 

k „h=n Base Chloroguin abhangt (Zenke et al.. 1990. 
sehwachen Base Chi q chloroquin erzielte 

Cotrten et al., xyyuj. 
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Effekt dQrfte jedoch nicht bzw. nicht ausschlieBlich 
darauf zuruckzuf uhren sein, daB Chloroquin den pH-Wert 
in den Lysosomen erh6ht; anhand verschiedener 
Experimente wurde festgestellt, daB andere Substanzen, 
die ebenso wie Chloroquin die Fahigkeit zur Modulation 
des pH-Werts aufweisen, wie Monensin, Ammoniumchlorid 
oder Methylamin, Chloroquin nicht ersetzen konnten, in 
verschiedenen Experimenten zeigten einige dieser 
Substanzen sogar eine inhibierende Wirkung. Weiters 
wurde festgestellt, daB verschiedene Zielzellen 
unterschiedliche Reaktionen auf dieselbe lysosomatrop 
wirkende Substanz zeigen. 

Da der Gentransfer auf physiologischem Weg, wie ihn die 
Rezeptor-vermittelte Endozytose mittels Nukleinsaure- 
Komplexen darstellt, groBe Vorteile aufweist (nicht- 
toxischer Mechanismus des Durchtritts durch die 
Zellmembran; Moglichkeit der Verabreichung biologisch 
aktiver Nukleinsauren, wie Gene, Genabschnitte Oder 
Zellfunktionen spezifisch inhibierende Nukleinsauren, 
auf repetitiver Oder kontinuierlicher Basis; 
Moglichkeit des zellspezifischen Targeting; 
Herstellbarkeit der Kon jugate in groBeri Mengen), 
besteht das BedUrfnis, dieses System effizienter zu 
machen . 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, 
. den Import von Nukleinsaure in hfihere eukaryotische 
Zellen zu verbessem. (Unter "Import" bzw. "Transfer" 
wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung auBer dem 
Eintritt der Nukleinsaure-Komplexe in die Zelle durch 
die Zellmembran auch die Lokalisierung der Komplexe 
bzw. der daraus freigesetzten Nukleinsaure innerhalb 
der Zelle bis zum Erreichen eines fur deren Expression 
geeigneten Ortes verstanden. ) Die httheren 
eukaryotischen Zellen sind dem Fachmann gelaufig; Hefen 
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Virusproteine modifiziert, wodurch die Fusion der 
Virusmembran mit der Endosomenmembran gef6rdert wird. 
Viren, die mit Hilfe dieses Mechanismus in die Zelle 
eindringen, weisen bestimmte molekulare Besonderheiten 
auf , die es ihnen ermSglichen, die Endosomenmembran 
aufzubrechen, urn sich Eintritt ins Zytoplasma zu 
verschaffen. 

Andere Viren, z.B. die eine Hiille aufweisenden Viren 
Sendai, HIV und einige Moloney Leukamie-Virusst&mme, 
Oder die keine HUlle aufweisenden Viren SV40 und 
Polyoma benotigen f iir ihr Eindringen in die Zelle kein 
niedriges pH-Milieu, kSnnen entweder direkt an der 
Zelloberflache eine Fusion mit der Membran herbeifiihren 
(Sendai Virus, m5glicherweise HIV) oder aber sie 
verm6gen Mechanismen auszulosen, urn die Zellmembran 
aufzubrechen oder sie zu passieren. Es wird angenoramen, 
daB auch die pH-Wert-unabhangigen Viren den Endozytose- 
Weg benutzen kcSnnen (McClure et al., 1990). 

Bei der LSsung der gestellten Aufgabe wurde von der 
Uberlegung ausgegangen, den von bestimmten Viren bei 
dereri Eindringen in eukaryotische Zellen benutzten 
Mechnismus auszunutzen, um den Import von NukleinsSure- 
Komplexen in die Zelle zu verbessern und dadurch die 
Expression zu steigern. 

Es wurde bereits versucht, Proteine gemeinsam mit Viren 
in die Zelle zu internalisieren (Otero und Carrasco, 
1987). Dabei wurde festgestellt, daB die 
Permeabilisierung der Zelle durch das Virus fiir das 
Einschleusen von Makromolekulen ausgenutzt wird. Bei 
den dabei ablaufenden Vorgangen diirfte es sich um 
Flussigphasen-Mechnismeh handeln . 

Anhahd des Epidermalen Wachstumsf aktors (Epidermal 
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Die FShigkeit der endosomolytischen Mittel, in die zu 
transfizierenden Zellen aufgenommen zu werden und den 
Inhalt der Endosomomen, in denen sie nach Eintritt in 
die Zelle lokalisiert sind, ins Zytoplasma 
freizusetzen, wird im folgenden als "Aufnahmefunktion" 
bezeichnet. Diese Aufnahmefunktion setzt sich zusanunen 
aus der FShigkeit, aktiv, uber Rezeptor-abhangige 
Endozytosemechanismen, Oder passiv, Uber die 
Flussigphase oder als Bestandteil des Nukleinsaure- 
Komplexes, in die Zelle internalisiert zu werden , und 
der F&higkeit, Endosomen auf zubrechen, die im 
allgemeinen als "endosomolytische Aktivitat" oder 
"Endosomolyse" bezeichnet wird. 

In einer Aus fiihrungs form der Erfindung ist das 
endosomolytische Mittel ein Virus. In einer anderen 
Ausfiihrungsform ist das endosomolytische Mittel eine 
Viruskomponente. Das Virus bzw. die Viruskomponente , 
die in diesen Ausftthrungsf ormen der Erfindung 
eingesetzt werden, werden im folgenden als "freie(s) 
Virus ( komponente ) " bezeichnet. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde die Wirkung 
einer zunehmenden Dosis an Adenoviren auf die 
Gentransfer-Kapazitat einer konstanten Menge 
Transferrin-Polylysin-Konjugat in HeLa-Zellen 
untersucht, wobei als Reportergen das Lucif erase-Gen 
verwendet wurde. Die durch das Adenovirus bewirkte 
VerstSrkung des Genstransf ers erreichte ein Maximum bei 
1x104 viruspartikeln pro Zelle, einer Zahl, die der 
ungefShren Anzahl von Adenovirus-Rezeptoren pro HeLa- 
Zelle entspricht. Die bis zu 2000fache Verstarkung der 
Lucif erase-Expression gegenuber der Expression, die mit 
den Transferrin-Polylysin-Konjugaten allein erzielt 
wird, entsprach der hoheren Virus-Dosis. In einer 
weiteren Versuchsreihe wurde die Kapazitat 
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Moglichkeiten zu unterscheiden, wurden sequentielle 
Bindungsversuche durchgefiihrt (Fig. 3B). Die Bindung 
von Transferrin-Polylysin-DNA oder Polylysin-DNA- 
Komplexen bei niedriger Temperatur ohne 
Internalisierung ermbglicht es, vor der Behandlung mit 
dem Adenovirus uberschiissigen Komplex in der flussigen 
Phase zu entfernen (FitzGerald et al., 1983). Wenn so 
vorgegangen wurde, wurde der Transport der Rezeptor- 
gebundenen Transferrin-Polylysin-DNA-Komplexe durch 
Zusatz von Adenovirus-Partikeln signifikant erhoht, was 
fttr die Polylysin-DNA-Komplexe nicht zutraf . Es ist 
daher der Eintritt der DNA in die Zelle uber Rezeptor- 
vermittelte Endozytose, der spezifisch verstarkt wird. 

Weiters wurde untersucht, welche spezifische Funktion 
des Adenovirus es ist, die eine Verstarkung des 
Rezeptor-vermittelten Gentransfers bewirkt (Fig. 3C). 
Milde Hitzebehandlung der Virus-Partikel Sndert nichts 
an ihrer Fahigkeit, an die Zellmembran' der Zielzellen 
zu binden, beeintrSchtigt jedoch ihre FShigkeit, nach 
ihrera Eintritt in die Zelle die Endosomen aufzubrechen 
(Defer et al., 1990). Aufgrund dieser Gegebenheit 
konnten die unterschiedlichen Effekte der Virusbindung 
und des Eintritts des Virus in die Zelle getrennt 
untersucht werden. Bei den im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung durchgefuhrten Versuche wurde festgestellt, 
daB eine Hitzeinaktivierung die Fahigkeit der Viren, 
den uber Rezeptor-vermittelte Endozytose ablaufenden 
Gentransfer zu verstSrken, koniplett beseitigte. Daraus 
wurde die SchluBfolgerung gezogen, daB die VerstSrkung 
des Gentransfers mittels Transferrin-Polylysin- 
Konjugaten spezifisch auf die Fahigkeit des Adenovirus, 
als Teil ihrer Aufnahmefunktionen Endosomen aufbrechen 
zu konnen, zuruckzufUhren ist. Die Tatsache, daB ein 
replikationsdefekter Virusstamm eine Verst&rkung der 
Genexpression herbeifuhren konnte, bestfitigt die 
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Adenoviren untersucht (Fig. 4). Zellen einer zystischen 
Fibrose- Zellinie (CFT1) zeigten maBige Luciferase- 
Genexpression nach Behandlung rait Transferrin- 
Polylysin-DNA-Koraplexen allein. Das AusmaB der 
Expression wurde durch Behandlung mit dera Adenovirus 
dl3l2 signifikant erhoht. In deutlichem Gegensatz dazu 
zeigten KB-Zellen, die mit den Transferrin-Polylysin- 
DNA-Komplexen behandelt wurden, trotz des 
Vorhandenseins von Trans f err in-Rezeptoren eine 
Luciferase-Genexpression, die kauro uber dem Background- 
Niveau lag. Eine Behandlung mit Adenovirus dl312 
bewirkte jedoch bei diesen Zellen deutlich nachweisbare 
Lucif erase- Aktivi tat en. Ahnlich wirkte sich die 
Behandlung mit Adenoviren auf HeLa- Zellen aus, wobei 
dieser Effekt bei diesen Zellen jedoch noch wesentlich 
starker war. Da HeLa- Zellen und KB-Zellen ungefahr 
dieselbe Anzahl von Rezeptoren fur das Adenovirus 
besitzen, konnte der Unterschied in der Verstarkung des 
Gentransfers die Anzahl von Transferrin-Rezeptoren, die 
fur einen Zelltyp charakteristisch sind, wider spiegeln. 
in deutlichem Unterschied zu diesen Ergebnissen zeigten 
jedoch die Zellinien WI-38 und MRC-5, von denen bekannt 
ist, daB in ihnen die Infektion mit Adenovirus nur 
schwach vor sich geht (Precious und Russell, 1985), mit 
dl312 nur eine sehr geringe Verstarkung der durch die 
Konjugat-DNA-Komp.lexe allein erzielten Genexpression. 
Die Behandlung mit Adenovirus diirfte daher den 
Gentransfer mittels Konjugat-DNA-Komplexen in 
denjenigen Fallen verstarken, in denen der Gentrans 
liber Rezeptor-vermittelte Endozytose mQglich ist, w 
im Fall der CFTl-Zellen, sowie in einigen Fallen, i 
denen der Gentransfer Uber diese Route inef fizient 
ablauft, wie bei HeLa und KB-Zellen. DaB das AusmaB der 
Verstarkung zwischen verschiedenen Zielzellen deutlich 
variiert, konnte darin seine Ursache haben, daB dieser 
Effekt sowohl eine Funktion der Anzahl der Virus- 
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Substanzen auf, sodaB die Kon jugate aus NukleinsSure 
und Verbindungsfaktor in die Zelle aufgenommen werden, 
ohne daB die Mitwirkung eines Internalisierungsf aktors 
erforderlich ist. Dies trifft z.B. auf Hepatozyten zu, 
von denen im Rahmen der vorliegenden Erf indung 
festgestellt wurde, daB sie DNA-Polylysin-Komplexe 
aufnehmen. 

In einer bevorzugten Ausftthrungsform der Erf indung ist 
das endosomolytische Mittel ein Virus, das an die 
NukleinsSure-affine Substanz gebunden ist und das die 
Fahigkeit hat, in die Zelle als Teil des 
Konjugat/Nukleinsaure-Komplexes einzudringen und den 
Inhalt der Endosomen, in denen der Komplex nach dem 
Eintritt in die Zelle lokalisiert ist, ins Zytoplasma 
freizusetzen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm ist das 
endosomolytische Mittel eine Viruskomponente, die an 
eine NukleinsSure-af fine Substanz gebunden. ist und die 
die Fahigkeit hat, in die Zelle als Teil des 
Konjugat/Nukleinsaure-Komplexes einzudringen und den 
Inhalt der Endosomen, in denen der Komplex nach dem 
Eintritt in die Zelle lokalisiert ist, ins Zytoplasma 
freizusetzen. 

Viren Oder Viruskomponenten, die an eine Nukleinsaure- 
BindungsdomSne gebunden sind, werden im folgenden 
ungeachtet der Art der Bindung als "virale Konjugate" 
bezeichnet. 

Die viralen Konjugate, die ebenfalls Gegenstand der 
vorliegenden Erf indung sind, enthalten das Virus oder 
die Viruskomponente als integralen Bestandteil ihres 
funktionellen Konstrukts und vereinigen die Vorteile 
von Vektorsystemen auf Basis von 
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Xn.emaXis^gsfa^-Kon.uga.en mit den Vorteilen, 
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bef6rdert werden. Wenn die NukleinsSurekomplexe das 
Virus in gebundener Form enthalten, profitieren sie von 
der endosomolytischen Aktivitat des Virus und werden 
aus den Endosomen ins Zytoplasma bef6rdert. Dabei 
dlirfte die Fusion zwischen Endosomen und Lysosomen und 
damit der in diesen Zellorganellen normalerweise 
stattfindende enzymatische Abbau vermieden werden. 

Beispiele fur Viren und hdhere eukaryotische Zellen, in 
die sie eindringen konnen, sind z.B. Fields und Knipe, 
1990, entnehmbar. Die Empf anglichkeit einer gegeb^rien 
Zellinie fur die Transformation durch ein Virus , das in 
Form eines freien Virus zur Erleichterung des 
Eintrittes von Nukleinsaurekomplexen in Zellen 
eingesetzt wird, hSngt vom Vorhandensein und der.Anzahl 
von Oberf lachenrezeptoren flir das Virus auf der 
Zielzelle ab. Bezuglich des ZelloberflSchenrezeptors 
fur Adenovirus wurden Methoden zur Bestimmung seiner 
Anzahl auf HeLa- und KB-Zellen von Svensson, 1990, und 
Defer, 1990, beschrieben. 

Zu Viren, die fur die erf indungsgemSBe Zusammensetzung 
geeignet sind und deren am Beginn der Infektion 
ablaufende Aufnahmefunktion iiber Rezeptor-vermittelte 
Endozytose erfolgt, zahlen einerseits Viren ohne Lipid- 
Hulle wie Adenovirus, Poliovirus, Rhinovirus, 
andererseits die Hullenviren Vesicular Stomatitis 
Virus, Semliki Forest Virus, Influenza- Virus; geeignet 
sind auBerdem pH-Wert-abhangige StSmme von Moloney- 
Virus. Zu besonders bevorzugten Viren ftir die Anwendung 
der vorliegenden Erfindung zahlen Adenovirus , 
Untergruppe C, Typ 5, Semliki Forest Virus, Vesicular 
Stomatitis Virus, Poliovirus, Rhinoviren und Moloney 
LeukSmie- Virusstfimme . 

Die Verwendung von RNA- Viren, die keine reverse 
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lysierten Zellen, die an Hand von Plaques sichtbar ist, 
festgestellt wird (Dulbecco, 1980). 

Fur die Anwendung im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
geeignet sind auBerdem sog. defekte Viren, das sind 
Viren, denen in einem oder mehreren Genen die fiir die 
autonome Virusreplikation erf order liche Funktion fehlt, 
fur die sie Helferviren benStigen. Vertreter dieser 
Gruppe sind Dl-Partikel ( "defective interfering 
particles")/ die sich vom infektiSsen Standard- Virus 
ableiten, dieselben Strukturproteine wie das 
Standardvirus besitzen, Mutationen aufweisen und das 
Standardvirus als Helfervirus fiir ihre Replikation 
benotigen (Huang, 1987; Holland, 1990). Vertreter 
dieser Gruppe sind auBerdem die Satellitenviren 
(Holland, 1990). Eine andere Gruppe ist die Klasse der 
Parvoviren, die als "adeno- associated virus" (Berns, 
1990) bezeichnet werden. Da die Aufnahmezyklen vieler 
Viren in die Zelle noch nicht zur Ganze aufgeklSrt 
sind, ist anzunehmen, dafl es noch andere Viren gibt, 
die die endosomolytische Aktivitat aufweisen, die fiir 
ihre Eignung zur Anwendung in der vorliegenden 
Erfindung erforderlich ist. 

Weiters im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignet 
sind attenuierte Lebendvaccine ( Ginsberg , 1980) oder 
ImpfstSmme. 

Weiters fallen unter den Begriff Viren im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung inaktivierte Viren, z.B. durch 
chemische Behandlung, wie Formaldehydbehandlung, durch 
UV-Bestrahlung, durch chemische Behandlung, kombiniert 
mit UV-Bestrahlung, z.B. Psoralen/UV- oder 
Bromdesoxyuridin/UV-Behandlung , durch gamma-Strahlung 
oder durch NeutronenbeschuB inaktivierte Viren. 
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Inaktivierte Viren, wie sie ,.B. auch ftlr Vaccxne 

21 werden k6nnen mittels literaturbekannter 
verwendet ^ Dulbecco , 1980 , Hearst und 

Standardmethoden (Davis ux 

•K-«r 1977) hergestellt und fur den Exnsatz zur 
Erhohung des Imports von DNA-Ko„,pXe*en getestet 
if den L Rabrcen aer vorXiegenaen Erfindung 
durcbgef Bbrten Versucben warden Adenovirus- 
Praparationen mitteXs einer herkdnunlichen " v iert 
SiXisationsXa»pe bzw. mit ForoaXaehyd 
Ld uberraschend festgesteXXt. aaB das AuseaB aer 

aer viren wesentXicb grbBer aXs dre 

P-f-f^kts der erreicht wurae, 
Ahnahme des Gentransfer-Ef feKrs, 

^Adenovirus daa T ransrektions,ediu» beigegeben 
wurde Auch Varsucha, dia mit Praparationen von 
^raXen/GV-inaktiviertea biotinyXierte* Adenovirus 
He l streptavidin-gekoppeXte* PoXyXysin kon^ugiert 
WB r, durchgefUbrt -dan. zeigten daB aXs EoXge aer 
Inaktivierung aar virustitar betracbtiich starker 
Lsank exs aie Gentransrerkepezitat. Dies 1st ein^ 
deutXieher Kinweia aarauf. daB Mechanrsmen, die bexm 
!^an Virus mit de» normalen Infaktionsmacban^us xn 
aktrven VI zerstB rt warden kdnnen, ohne daB 

Zusammenhang stehen, zersi-ui 

ae r fur den Gentransfer wesentxiche Ezfekt zerstort 



wird. 



untar daa Begriff -Viruskoaponantan" warden TeiXe , on 
_.„h=„ z B der von NukXeinsaure befreite 
Viren verstanden. z.B. « e „ lt 
ProteinantelX (das Xeere Viruskapsia, o 
re ko»binanter Metboden hergesteXXt werden kenn ^ 
z b Ansardi at ai., X99X. Urakawa et aX.. 1989) ' 
Proteine . die bei der rraktionierung ernalten werden. 
cder Peptide, die die for die ^"^f 1 " 0 " 
wesentXicne endosomolytiscbe FShigkeit des rntakten 
virus besitren. Diese virusko»ponenten kdnnen eucb 
I^betiscb bergesteXXt werden. 
itaer GroBe entweder mittels Paptrdsynthese ode 
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tnittels rekombinanter Methoden. Im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung konnte gezeigt werden, daB 
Adenovirus-Proteine, die iiber Biotin/Streptavidin mit 
Polylysin konjugiert sind, den Gentransfer verstarken 
konnen. Beispiele fiir Proteinfragmente von anderen 
Viren als Adenoviren, die wesentlich ftir die 
Internalisierung des Virus sind, umfassen das 
Influenzavirus-Hamagglutinin (HA) . Die N-terminale 
Sequenz der Inf luenzavirus-Hamagglutinin HA2- 
Untereinheit ist verantwortlich fur die Freisetzung des 
Virus aus dem Endosom. Es wurde gezeigt, daB Peptide, 
die aus 20 Aminosauren dieser Sequenz bestehen, 
Lipidmembranen fusionieren und teilweise 
aufbrechen/zerstdren kdnnen (Wharton et al., 1988). In 
der vorliegenden Erfindung wurden authentische und 
modifizierte Inf luenzapeptide erfolgreich in 
verschiedenen Ausftthrungsformen eingesetzt. Ein 
wei teres Bespiel sind Htillproteine von Retroviren, z.B. 
HIV gp41 (Rafalski et al., 1990) bzw. Teile dieser 
Virusproteine . 

Die Verwendung von Viren, die von sich aus die 
Fahigkeit haben, in Zellen einzudringen, ist nur ein 
Aspekt der vorliegenden Erfindung. 

Viren oder Viruskomponenten, die von sich aus nicht die 
FShigkeit mitbringen, an die Zelle zu binden und in sie 
einzudringen, werden vorzugsweise in Form der oben 
definierten viralen Konjugate verwendet. Die Kopplung 
an eine DNA-Bindungsdomane, z.B. ein Polykation, 
gew&hrleistet, daB das Virus bzw. die Viruskomponente 
eine starke AffinitSt zu DNA-Molekulen erhait, damit 
komplexiert und als Bestandteil des DNA-Komplexes, der 
auch ein Internalisierungsf aktor/DNA-Bindungsdomane- 
Konjugat enthSlt, in die Zelle transport iert wird. 
Zus&tzlich zum damit erreichten Transportef fekt kann 
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wi «nderer Internalisierungsf aktoren 

»«* 3ie AUS " ° «h^e eufcaryotische zelle mit den 
Kann praktisch jede hohere eu>» y 
LinLgsge-aBen *us,»»ense«ungen transriziert 



werden. 



>, Virus bzw. eine Viruskomponente eine 
Ob ein gegebenes Vxrus bz Erfi ndung 
Aufnahmefunktion im Sxnne der vorxxeg 

! •«. , ur verwendung bei der Verstarkung des 
und somxt zur Verwen g ^ e±nf achen 

Centransfers geexgne* xst < *^ solchen 
Screeningassays festgestellt werae 

a z B urn ein Virus auf seine Anwendbarkext als 

Assay, «.B. um e 2ielze llen mit exnem 

freies Virus zu testen, weraen 

DNA -KoepXe* in Gegenwert Oder in ""^"^ ~ lns 
in Berubung gebracht. Die Menge an 

_ „. OC(S+ . z t wird, kann dann exnfacn aurv, 
zytoplasma frexgeset «t wir Lucife rase, 
Nachweis eines Markergen-Produkts z 
best*** werden. Wenn die Gegenwart des Virus zur 
Z daB der DNA- Komplex in grSBere* Aus.aB als ohne 
* ia zelle aufgenonunen und ins Zyotoplasma 

K-Vas au£ «. * 

2 Virus lurUckgefahrt werden. Es ist aucb 
Z Ltvirus binsicbtiicb seiner A u = 
einem Virus zu vergleichen, von dem bekannt is* . » 
" ne geeignete AufnabmefunKtion aufweist .... 
Adenovirus! ontergruppe C. Typ 5. Tests dieser Art 
aucb aur viraia Kon 3 ugate -gawende^erden. 

wofcei lusatriiche Parameter, wie *^ hiede " e 
Xnternalisierungsraktor-Koniugete. in ««^— 

Mengen solchen Tests untervorfen «^ J*" 
oJLrhinaus Xann der 0 urcbscbr*ttsfscb»ann Assays^ 
dieser Art. gegebenenfalls in verbindung -it anderen 
Tests! wie i B. ^iposoaendurcbiSssigkeits-Assays 
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("Liposomen Leakage Assays"), auf einfache Weise auf 
Viruskomponenten oder andere Mittel mit potent ieller 
endosomolytischer AktivitSt anwenden, um sie auf ihre 
FShigkeit zur Steigerung der Genexpression zu 
untersuchen. 

Im Falle der Verwendung intakter Viren wird, 
zweckm&Bigerweise parallel zu den Vorversuchen, in 
denen das Virus auf seine Fahigkeit zur Verstarkung des 
Gentransfers untersucht wird, gepriift, ob das Virus 
replikationsfahig ist. Die Untersuchung auf 
ReplikationsfShigkeit wird im Fall von zythopathischen 
Viren oder im Fall von Viren, die das Wachstum der 
Wirtszellen merklich beeintrachtigen, mit Hilfe von 
Plaque-Assays durchgefuhrt (vgl. oben). Bei anderen 
Viren werden Nachweismethoden speziell fur das 
jeweilige Virus angewendet, z.B. der 
HSmagglutionationstest oder chemisch-physikalische 
Methoden ( elektronenmikroskopisch) . 

Es werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung, 
insbesondere bei Verwendung von freien Viren, solche 
Viren bevorzugt, die in hohem Titer herstellbar sind, 
die stabil sind, die als Wildtyp geringe Pathogenitat . . 
aufweisen und bei denen eine gezielte Ausschaltung der 
Replikationsfunktionen moglich ist, insbesondere 
Adenoviren. Wenn eine bestimmte Zellpopulation 
transfiziert werden soli, sind Viren bevorzugt, die 
diese Zellpopulation spezifisch infizieren, Fiir den 
Fall, daB von der Transfektion verschiedene Zelltypen 
erfaBt werden sollen, kOnnen Viren eingesetzt werden, 
die fiir einen weiten Bereich von Zelltypen infekti&s 
sind. 

Die Anforderungen an die Virusprfiparation sind im 
wesentlichen grdBtmOgliche Reinheit sowie ein auf das 
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• «^t- c-tabilisierender Puffer, 
jeweilige Virus abgestxmmter stabxlx 

ri-ift therapeutische Anwendung 
in Jadam Fall ko„»»sn fur sQlche viren 

de r vorliagandan Erfindung » -vo nur 
b». virusKorcponantan in Battacht. bai denan 

^siina^aise dar : VO,> 

von DNA in M naran °^°™^J ^ das Virus 

n anscnlicnan von 

in dan zsllen dra ""f*"* Ade novirusfa»ilia 

aufwais^ <£Z£- und V arsc*iadanan 
wurdan sua vogalarta^a ^ ^ _ 

^aaran Tiaran rsolrart (araha ^ 

Bragg at al.. 1991; ^ ^ Eeece « ,1.. 

=1 1990- Khang und Nagarajx, 19By, un 
al., 1990^ wia«u pmder- Hunde-, Maus-, 

19B7 ). Amphibien-, Vogel-, Rxnder 

Schaf-, Schweine- und ^ ^ 

. . Kpziehbar von der American 
Adenoviren, sxnd beziehba (siehe American 

Culture Collection, Rockvxlle, Ma ^^ eg and 

Culture Collection Catalogue of An^a V.ru 
Ttisera, Chlamydae and Rickettsiae, 6. 
Buck und G. Paulino Hsg. , S. 1-17)- 

w «„^ile der Verwendung eines Virus, z.B. 

m < ,>at in den Zielzellen sexn (z.B. 
^^hC ^~ nicnt arwartat 
"TJIHT^ ^iarrsllan rapliriar, cdar dia 

~ initiiert '- **" " T leich zum 

Expres&xui p-?<Hko fiir den 
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herstellt, und eine verminderte St5rung durch 
AntikSrper gegen das humane Oder das Mausadenovirus. 
Das Fehlen einer Stfirung durch die humanen Oder 
Mausantik6rper ist besonders wichtig, wenn die Viren 
fur die Gentherapie im Menschen oder in der Maus 
verwendet werden. 

Das Hiihneradenovirus CELO (Chick Embryo Lethal Orphan 
Virus) zeigt keine Reaktivitat mit Antikorpern, die die 
Hauptgruppenepitope der Adenoviren erkennen, die 
SSugetierzellen infizieren. AuBerdem k6nnen CELO- Viren 
in Eiern mit Embryoentwicklung gezuchtet werden, urn 
groBe Mengen von Virus zu erhalten (0.5 mg/Ei; Laver et 
al., 1971). Wie aus den Beispielen hervorgeht, 
verstSrken CELO-Polylysin-Kon jugate den DNA-Transport 
in HeLa-Zellen in einem AusmaB, das mit dem humanen 
Adenovirus dl312 vergleichbar ist. Die Verwendung von 
CELO-konjugaten zur VerstSrkung des DNA-Transports ist 
daher fur die humane Gentherapie sehr vielversprechend . 

Viren von entfernten Spezies werden bevorzugt als 
Bestandteile von viralen Konjugaten in 
Kombinationskomplexen (gemaB der Definition im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung) eingesetzt. 

In den erf indungsgemaflen Konjugaten, die ein Virus 
. enthalten, kann die Bindung des Virus an die 
Nukleinsaure-Bindungsdom&ne kovalent oder nicht- 
kovalent sein, letz teres z.B. uber eine Biotin- 
Streptavidin-Brucke oder, fur den Fall, daB das. Virus 
auf seinen Oberf ISchenproteinen Regionen aufweist, die 
sauer sind und daher an ein Polykation binden kSnnen, 
iiber eine ionische Bindung. 

In Versuchen im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
wurden Komplexe unter Bedingungen, die die ionische 
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• ,h Bn Adenovirus und Polylysin vor 
Wechselwirkung zvischen Adenovi 

der Komplesierung mit DNA erlauben, gebildet Als 

j> r* «=«uc*ie unter Bedingungen. unrer 
Kontrolie uurden Versuche u ^ ^ und 

denen Polylysin zuerst mit DNA neuv 
^ nicL frei is*, an des adenovirus *u MMen 
durchgefOhrt. In diesen versuchen erwresen sich die 
Kompiexe mit ionisch geOundenem Adenovirus als 
uberlegen. 

Beispiele far virusfcomponenten in dan erfindungsgemaBen 
leeren Viruskapside oder viraie repu 

leeren vi * Nuk leinsaure-Bindungsdomane 
der Viruskomponente an die Nukieinsaui 
der viru * chemiS che Kopplung des 

kann kovalent sein, z.B. Uova ient 
viralen Peptids mit Polylysin, oder mcht-kovalent, 
z B ionisch im Fall, daB die Viruskomponente saure 
Reste hat, um an ein Polykation zu binden. 

DaS VerhSltnis von Virus oder Viruskomponente zur 
Nukleinsaure-affinen Substanz kann variiert werden. Im 
mie des influenza-Hamagglutininpeptid-Polylysxn- 
Falle aes in „orlieaenden Erfindung 

Konjugats wurde im Rahmen der vorliegeno 
gefunden. daB der Gentransfer in groBerem AusmaB 
versrarKt werden Kann, »enn der GeheXt an vrraiem 
Pepcid in den Konjugaten hoher »ar. 

Di e vorliegende Erfindung betrifft in einem "aiteren 

«at!oden aur Hersteilung der erfindungsgemaBen 
.Conjugate aus Virus <,<omponente> und KuKle^saure- 
af finer Substanz. 

Die viralen Konjugate kOnnen (wie die 
Internalisierungsfaktor-Polykation-Kon^ugate) durch 

Kopplung der Komponenten oder, falls die 

+ 0 nnd das Polykation Polypeptide sind, 
Viruskomponente und das roxy - e7t i 0 iich der 

auf rekombinantem Weg hergestellt werden, bezuglich 
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Herstellungsmethoden wird auf die Offenbarung der EP 
388 758 Bezug genommen. 

Die Kopplung von Virus, Virusproteinen oder -peptiden 
ihit Polyaminverbindungen auf chemischem Weg kann in fOr 
die Kopplung von Peptiden an sich bekannter Weise 
erfolgen, wobei, falls erforderlich, die 
Einzelkomponenten vor der Kopplungsreaktion mit 
Linkersubstanzen versehen werden (diese MaBnahme ist 
dann erforderlich, wenn von vornherein keine fur die 
Kopplung geeignete funktionelle Gruppe, z.B. eine 
Mercapto- oder Alkoholgruppe, verfugbar ist. Bei den 
Linkersubstanzen handelt es sich um bifunktionelle 
Verbindungen, die zunachst mit funktionellen Gruppen 
der Einzelkomponenten zur Reaktion gebracht werden, 
worauf die Kopplung der modifizierten Einzelkomponenten 
durchgefUhrt wird. 

Die Kopplung kann erf olgen uber 

a) Disulfidbrucken, die unter re.duzierenden Bedingungen 
wieder gespalten werden kOnnen (z.B, bei Verwendung 
von Succinimidylpyridyldithiopropionat ( Jung et al., 
1981). 

b) Unter biologischen Bedingungen weitgehend stabile 
Verbindungen (z.B. Thioether durch Reaktion von 
Maleimido-Linkern mit Sulfhydrylgruppen des an die 
zweite Komponente gebundenen Linkers). 

c) Unter biologischen Bedingungen labile Brucken, z.B. 
Esterbindungen, oder unter schwach sauren 
Bedingungen instabile Acetal- oder Ketalbindungen. 

In den im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
durchgefiihrten Versuche wurden endosomolytische 
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. -~ ua?-PeDtide mit Polylysin auf 
Influenza-Hamagglutmxn HA2-Peptt.oe 

chemischen Weg mittels ge koppelt. Es 

Succinxmxdy^yrxdy on des Peptids m it 

wurde gezexgt, daB die K Aktivit at erhSht. 

Polylysin die endosomolytxsche Aktivx des 
Transfektionsexperiinente zeigten, daB ^ 
durch Transferrin-Polylysin ve^ittelten Gentransfers 
durcn ir«u . wenn die Influenzapeptxd- 

erheblich gestexgert wxrd, wenn „ , errin _p olylyS in 
Polylysin-Konjugate zusanuaen mit Transfers Poly 

im DNA-Komplex vorliegen. 

„ eit ers -orde i» Rahmen aer vorliegenaen Erfinaung 
Adenovirus mit Hilfa versehieasner Methoaen an 

^ Weise wis bei aer Herstellung von 
Transferrin-PolyiysinUonJugaten <«agner et 1990, 
naefc Moaifiaierung aes aefeKten Aaenovxrus al3X2 
™±«els eines heterobifunktionellen Reagens. 

sn- — r a : «— 

abgetrennt. Die DNA Binaungsfahrgkelt wur 
Binaungsesperiment -» -aioaRtiv vertex DNA 

r^le^an in ^esenbeit - a— *onnte mit 

Transferrin-Polylysin ein wesentlxch 
Gentransfer gafunaan weraen als mit unmodr fiaierte. 
Aaanovirus. aas nicht an aia DHA 9^-den vorlrej. 
waiters wurde geiunden. daB in Hei-a 
Polylysin-modifiriartam Adenovirus erne aautlxcha 

Genexpression mit nur o.uuuj ps 
Zellen stattfand. 

Palls das Virus bzw. die Viruskomponente ^eignete 
Kohlenhydratketten aufweisen, k6nnen sie mit der 
"Lure-af * inen Su^anz *>er eine oder mehrere 
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Kohlenhydratketten des Glykoproteins mi teinander 
verbunden werden. 

Eine geeignete Methode zur Herstellung von 
Glykoprotein-Polykation-Konjugaten ist in der deutschen 
Patentanmeldung P 41 15 038.4 geoffenbart; sie wurde 
"kurzlich von Wagner et al., 1991b, beschrieben. 

Ein weiteres bevorzugtes Verfahren zur Herstellung der 
erf indungsgemaBen Kon jugate ist die enzymatische 
Kopplung des Virus bzw. der Viruskomponente an eine 
Nukleinsaure-af fine Substanz, insbesondere ein 
Polyamin, durch eine Transglutaminase. 

Die Gruppe der Transglutaminasen umfaBt mehrere 
verschiedene Enzyme, die unter anderem in der Epidermis 
(epidermale Transglutaminase), im Blut (Faktor XIII) 
und in den Zellen der unterschiedlichen Gewebe (Gewebs- 
Transglutaminase ) vorkommen (Folk, 19B5). 
Transglutaminasen katalysieren in Gegenwart von Ca++ 
und unter Abspaltung von NH3 die Bildung von E-<y- 
glutamyl )Lysin Bindungen. Vorausetzung hierfur ist, daB 
an Proteinen entsprechende Glutamine und Lysine 
vorhanden sind, die von dem Enzym umgesetzt werden 
konnen. Neben der e-Amino Gruppe von Lysin, kdnnen auch 
(poly) Amine wie Ethanolamin, Putreszin, Spexmin oder 
Spermidin als Substrat dienen (Clarke et al., 1959). 
Zur Zeit ist noch ungeklSrt, von welchen Faktoren es 
abhSngt, ob ein Glutamin oder Lysin eines Proteins oder 
ein Polyamin von dem Enzym umgesetzt werden kdnnen. 
Bekannt ist, daB an zahlreiche Zellproteine wie 
Zytokeratine (Zatloukal et al., 1989), Tubulin, 
Zellmembranproteine und auch Oberf lachenproteine von 
Influenzaviren ( Iwani j , 1977 )' Polyamine mittels 
Transglutaminase gebunden werden konnen. 
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» pahrcen der vorliegenden Erfindung konnte gerergt 

^aen. daB Polyiysin Transglutaminase an 

Adenoviren gekoppelt warden kann. Es wurde 

<v,.toestellt daB die Kopplung in Gegenwart von 
festgestellx ^ den 

Glycerin durchgefuhrt: weruwi 
Vorteil, dafl eine Viruspraparation, z.B. erne 
Adenoviruspraparation, die i* ^ fiir die 

stabilisierendes Agens Glycerin entnalt, dxrekt fur 
Kopplung verwendet werden kann. 

S HilL von Adenovirus-Polylysin-Konjugaten dre 
gen einsa». Bit Transrerrin-Poiyiysin-Kon^aten mrt 
Plasnid-DHA komplexiert warden. Konnte erne un ern 
V^als hdhere Gene*pression erzielt warden als »rt 
Lnsrerrin-Poiylysin-Konjugaten in Gegenwart von 
nicht-Polylysin-gekoppelten Adenovirus. 

Eine weitere *. Kan-n der vorlieganden Erfindung 
bavorzugte Methode zur Harstellung der 
e rfindungage,aBen Konjugate basteht darrn.de = Vzrus 
oae r die viruskorcponente User eine Piotm-Protein 
Bruoke. vorrugsweise eine Piotin-Straptavrdrn BrucKe. 
an das Polykation zu koppeln. 

Die bekannt starke Assoziation von Biotin mit 
Srxeptavidin bzw. A vidin (Wilchek et al., 1988) wurde 
2U r Kopplung von Adenovirus an Polyiysin ausgenutzt, 
intern Adenovirus mit Biotin modifiziert wurde und 
Streptavidin in ahnlicber Weise wze bex der Herstel 
von Transferrin-Polylysinkonjugaten (Wagner et al., 
1990) chemisch mit Polylysin konjugiert wurde. 

I Le, bestebend aus DNA und 
an das Biotin-modif iziertes Virus gebunden xst, und 

x. anfa ii 8 noch nicht-kovalent gebundenem 
Tol^r -seTeine senr none ^ektionserrisienr 
11 Ln „ei niederen —an 
effiziente Komplexe werden gebxldet, wenn 
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modifizierte Virus zuerst an Streptavidin-Polylysin 
gebunden wird und erst in zweiter Stufe die Bindung an 
DNA erfolgt. 

Gegebenenfalls kann die Bindung an Biotin auch Uber 
Avidin erfolgen. 

Weiters ist es moglich, die Bindung zwischen 
Virus (komponente) und Polylysin herzustellen, indem 
einerseits das Virus biotinyliert wird und andererseits 
ein anti -Biotin- AntikOrper mit Polylysin konjugiert und 
die Bindung zwischen Virus und Polylysin Uber die 
Biotin/ Antikorper-Bindung hergestellt wird, wobei 
handelsubliche polyklonale oder monoklonale AntikSrper 
gegen Biotin eingesetzt werden konnen. 

Die Bindung zwischen dera Virus und Polylysin kann auch 
hergestellt werden, indem Polylysin mit einem Lectin 
gekoppelt wird, das Affinitat zu einem Virus - 
Oberf lachenglykoprotein hat, wobei die Bindung in einem 
solchen Konjugat uber die Bindung zwischen dem Lectin 
und dem Glykoprotein erfolgt. Weist das Virus. vbn sich 
aus keine geeigneten Kohlenhydratseitenketten auf , kann 
es ehtsprechend modifiziert werden. 

Ein Virus kann auch an eine Nukleinsaure-af fine 
Substanz gebunden werden, indem es zunachst an der 
Oberf lache mit einem virusfremden Antigen (z.B. 
Digoxigenin DIG, erhaltlich von Boehringer Mannheim; 
Oder mit Biotin) modifiziert wird und die Verbindung 
zwischen. dem modif izierten Virus und der Nukleinsaure- 
af finen Substanz uber einen Antikdrper, der an dieses 
Antigen bindet, hergestellt wird. 

Welche Methode zur Herstellung der erf indungsgemaBen 
Konjugate eingesetzt wird, richtet sich nach 
verschiedenen Kriterien. So ist z.B. die Kopplung Uber 
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-Pischste und daher am breitesten 
Biotin die unspezxf xscnsxe 

einsetzbare Methode, die Biotin- vermittelte Bindung 
stellt eine sehx starke nicht-kovalent Bindung dar 
Die enzymatische Reaktion mit Transglutaminase wexst 
den vorteil auf . daB sie auch in kleinstem MaBstab 
durchfUhrbar ist. Die chemische Kopplung kommt xm 
allgemeinen zum Einsatz, wenn grSBere Konjugatmengen 
synthetisiert werden sollen, diese Methode ist xm 
allgemeinen auch am zweckmaBigsten, wenn Virusprotexne 
Oder -peptide gekoppelt werden sollen. 
Im Fall, der Verwendung inaktivierter Viren wird xm 
allgemeinen die Inaktivierung vor der Kopplung 
vorgenommen, sofem die Kopplung durch dxe 
inaktivierung nicht beeintrachtigt wird. 

wenn ein Virus, z.B. Adenovirus Oder eine 
endosomolytische Komponente davon, zugSnglxche 
Bindungsdomsnen aufweist, z.B. saure DomSnen zur 
Bindung an ein Polykation, kann die Bindung des Vxrus 
bzw der Viruskomponente an das Polykation auch xonxsch 
sein. in diesem Fall sind die positiven Ladungen des 
Polykations, das gegebenenfalls mit einem 
intemalisierungsfaktor konjugiert ist, texlweise durch 
die saure Domane von Virus (komponente) neutralisxert, 
der Rest an positiven Ladungen wird im wesentlichen von 
der Nukleinsaure neutralisiert. 

Falls als Nukleinsaure-affine Substanz eine 
xnterkalierende Substanz eingesetzt wird, ist sie mxt 
einem fur die jeweilige Kopplung von Virus ( komponente ) 
geeigneten Linker modifiziert, z.B. fUr die Kopplung 
mit Transglutaminase mit Spermin/ oder mxt exner 
bifunktionellen, fur die chemische Kopplung kompetenten 
Gruppe, z.B. einem aktiven Ester. 

Das Verhaltnis von Virus ( komponente ): Nukleinsaure- 
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af finer Substanz kann variieren, es wird fur gewohnlich 
empirisch ermittelt, z.B. indem eine konstante Menge 
Virus (komponente) mit verschiedenen Mengen Polylysin 
konjugiert und das fUr die Trans fektion optimale 
Konjugat ausgewShlt wird. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung kann 
die Viruskomponente, z.B. ein endosomolytisches virales 
Peptid, modifiziert werden, urn direkt an DNA zu binden. 
Zu diesem Zweck kann das Peptid selbst eine DNA- 
BindungsdomSne aufweisen, die erhalten werden kann, 
indem das Peptid mittels Peptidsynthese hergestellt 
wird, wobei ein Abschnitt von positiv geladenen 
Aminosauren vorgesehen wird, vorzugsweise durch 
VerlSngerung des Peptids, insbesondere bevorzugt am C- 
Terminus • 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung ist das 
endosomolytische Mittel ein nicht- virales, 
gegebenenfalls synthetisches Peptid. Ein Peptid dieses 
Typs ist vorzugsweise in der erf indungsgemSBen 
Zusammensetzung derart enthalten, daS es ionisch an die 
Nukleinsaure-affine Substanz, z.B. an Polylysin im Fall 
von DNA/Internalisierungsfaktor-Polylysin-Komplexen, 
gebunden ist. Auf diese Weise wird der Einbau des 
endosomolytischen Peptids in die Nukleinsaure-Komplexe 
bewirkt, indem das Peptid iiber seine sauren 
Aminosaurereste an die positiv geladene NukleinsSure- 
BindungsdomSne, vorzugsweise Polylysin, gebunden wird. 
In AbhSngigkeit von der chemischen Struktur des 
Peptids, insbesondere beziiglich seiner Endgruppe, kann 
die Bindung an Polylysin auch durch die hier fur die 
Bindung von Peptiden an Polylysin beschriebenen 
Methoden erfolgen. Zu diesem Zweck kann, wenn ein in 
der Natur vorkommendes Peptid eingesetzt wird, dieses 
Peptid mit einer geeigneten terminalen Aminosaure als 
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-Stiel- fur die .Conjugation aodifiziert verden. 

* nicht-virale endosomolytische Peptide 

Eine endere Art, mcht uen , besteht derin. 

!» die KukleinsSure-Ko^pleze ~» ^ 
sie mit seguenzen zu versehen, a 
L a g e soleh einer seguenz n,uB so se,n deB are dze^ 
, iktivitat des Peptids nicht stort. 

endosoiTolytische AKtzv N . Teiml „„s far diese 

Daher warden z.B. Peptid inus mit DNA- 

^Ivltet ~» B -^^ t . verlan3 eru„ 3 an dieser 
Mndenden seguenzen ^ionische 
« sonnen ^ 7^^, Oder 
Oligopeptide sezn, z.B. em o gy gin von einem 

ei ne neturliche ^ ^ V e ^ assen diese 

Histon abgeleitetes Peptid. Vorzugswe 
Snen integral Tail des endoso.oXvtisonen Peptrds 
Mldenden DNA-Bindungsseguenzen =a. 10 - 
Aminosauren. Diase Ausfuhrungsfom, der Erfznd 
«. Moglichkeit einaa h5heren Verhaltnzsses 
endorse. ^2^^ 
IStr r^eTr-re leistungsf^eit der 
Koraplexe zu erreichen. 

Di e nicht-viralen endosorcolytischen Peptide aolltan die 
folgenden Anforderungen erfUllen: 

I. Hinblicfc auf die endosoeolytische Aktivitat aollta 
das Peptid ^irKte "sig^ von 

poren sinu nt konnen in vitro 

Peptid diese Anforderungen erfullt, konnen 
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DNA-Komplex angewendet werden. Solche Tests k6nnen 
Liposomen- Oder Erythrozyten-Durchiassigkeitstests 
( '"leakage assays" ) und Zellkulturexperimente, in denen 
die Verstarkung der Genexpression bestimmt wird, 
umfassen. Tests dieser Art sind in den Beispielen 
beschrieben. Die optimale Peptidmenge kann in 
vorausgehenden Titrationen festgelegt werden, indem die 
Leistungsfahigkeit des resultierenden Gentransfers 
bestimmt wird. Dabei ist zu beachten, daB die 
Leistungsfahigkeit verschiedener Peptide und die 
optimale Zusammensetzung des Komplexes vom Zelltyp 
abhSngig sein kGnnen. 

Peptide, die Membranen aufbrechen, enthalten im 
allgemeinen amphipathische Sequenzen, nSmlich eine 
hydrophobe Seite, die mit der Lipidmembran in 
Wechselwirkung treten kann, und eine hydrophile Seite, 
die die wassrige Phase an der Stelle, an der die 
Membran aufbricht, stabilisiert . 

Es gibt in der Natur einige Beispiele flir Peptide, die 
Membranen aufbrechen, fur gewohnlich kleine Peptide 
Oder Peptiddomanen groBer Polypeptide. Solche Peptide 
konnen nach ihrer Funktion im natiirlichen Kontext 
klassif iziert werden, nSmlich entweder in Membranen 
aufbrechende Peptide (z.B. Peptide von nackten Viren) 
und/oder Membranen f usionierende Peptide (z.B. Peptide 
von Viren mit Hulle). Fur das Aufbrechen von Endosomen 
im Zusammenhang mit synthetischen Peptiden konnen beide 
Klassen von Peptidsequenzen von Nutzen sein. Die 
meisten natiirlichen Peptide konnen amphipathische ex- 
Helices bilden. 

Durch Einbau saurer Reste auf der hydrophilen Seite 
einer mutmaBlichen amphipathischen a-Helix derart, daB 
sich die Helix nur bei saurem pH-Wert bilden kann, 
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^ 3 aaocb ba* ---r^;"^" — 

natiirlich vorkononenden Seguenzen (z.B. 
des Inf luenza-HA2-Peptids ) . 

^tisches amphipathisches Peptid mit 
pH-weirc un d von 

<» fraxar »»' Frei satzung klainar 

kleine Poren bildet. aie nu 

Verbinaungan erlauban (Paranta «t al.. 1990). 

la Rabmen aar C^Su. 

synthatischer Paptiaa badiant, ware 
X folgandan Scbritta untamonman: Aus 

e^e ^pMpatbischa Paptiasaquan* ^awab«. Papt 

m ctand der Technxk; exne 
rfieser Art gehoren zum Stana aei 

dxeser atx g Tab elle 2 gegeben. 

ifcersicht Uber Bexspxele wxrd in 

=rr rr= rr. 

exngeru , oH -wert-spezifisch. zu machen (z.B. 

aufzubrechen, niehr pH-wert *f 

die doppelsaure Mutante des Influenza- 

axe aopy opzeichnung P50 entsprechend 

Hamagglutininpeptxds der Bezexcnnung 

! • *l 37) Wenn erforderlich, konnen saure Reste 

oligo-Glu-Schwanz, vorzusehen. 
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endosomolytische Peptide konnen auch erhalten werdeh f 
indem naturlich vorkommende und kunstliche Sequenzen 
vereinigt warden. Im Zuge der vorliegenden Erfindung 
wurden Beispiele mit verschiedenen Peptiden, abgeleitet 
von dem von Parente et al., 1990 , beschriebenen 
synthetischen Peptid GALA, durchgefuhrt . Einige der in 
den Beispielen der vorliegenden Erfindung eingesetzten 
Derivate wurden erhalten, indem das Peptid GALA oder 
Modifikationen davon mit Sequenzen des Inf luenzapeptids 
oder Modifikationen davon kombiniert wurde, z.B. die . 
Peptide der Bezeichnung EALA-Inf und EALA-P50 
entsprechend Beispiel 37. 

Die L&nge der Peptidsequenz kann im Hinblick auf die 
amphipathische Helix kritisch sein; eine Erhohung der 
Stabilitat von kurzen Domanen, die von naturlichen 
Proteinen abgeleitet sind und denen der Kontext des 
stabilisierenden Proteins fehlt, kann durch 
VerlSngerung der Helix erzielt werden. 

Urn die endosomolytische Aktivitat der Peptide zu 
verstarken, k6nnen Homodimere, Heterodimere oder 
Oligomere gebildet werden; in den Beispielen der 
vorliegenden Erfindung wurde gezeigt, daB ein P5Q- 
Dimeres eine viel hohere Aktivitat als das Monomer 
aufweist. 

Die Er finder haben die Wirkung synthetischer Peptide 
auf die DNA-Aufnahme mittels Transf errin-Polylysin- 
Konjugaten gezeigt. Es wurden mehrere verschiedene 
Peptide synthetisiert, ihre FShigkeit, Liposomen und 
Erythrozyten durchlassig zu machen, bestimmt und ihre 
Wirkung auf die Luciferase-Expression in TIB 73-2ellen 
und in NIH 3T3-Zellen getestet. 

In einer weiteren Ausf uhrungsform der Erfindung ist das 
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• k NHrtel eine nicht-peptidische 
endosomciybischs Mzbtel ex ^ ai eaine__ 
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Im Rahmen der vorliegenden Erfindung umfassen die 
endosomolytischen Kon jugate - zusatzlich zu Konjugaten, 
in denen endosomolytische Mittel ionisch an eine DNA- 
Bindungsdomane gebunden sind - def initionsgemSS auch 
endosomolytische Mittel, die direkt an DNA binden, z.B. 
uber ihre basische Veriangerung, obwohl "Kon jugate" 
dieser Art streng genommen nicht durch Kon j ligation, 
d.h. durch Verbinden zweier Komponenten miteinander, 
erhalten wurden. Die Funktion von endosomolytischen 
Mitteln dieses Typs als Bestandteile der 
erf indungsgemSBen Zusammensetzung ist unabhfingig davon, 
ob sie durch Konjugation eines endosomolytischen 
Mittels und einer DNA-Bindungsdomane synthetisiert 
wurden oder ob eine DNA-Bindungsdom&ne ursprunglich im 
endosomolytischen Mittel vorhanden war. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung 
enthalten die Komplexe zusatzlich zum endosomolytischen 
Konjugat ein wei teres Kon jugat, in dem eine 
NukleinsSure-affine Substanz, im Falle eines 
endosomolytischen Polykation-Konjugats im allgemeinen 
dieselbe wie die des Konjugats, mit einem 
Internalisierungsfaktor mit Affinitat fUr die Zielzelle 
gekoppelt ist. Diese Ausfuhrungsform der vorliegenden 
Erfindung wird vor allem dann angewendet, wenn die 
Zielzelle keine oder nur wenige Rezeptoren fur das 
Virus aufweist, das als Bestandteil des 
endosomolytischen Konjugats zur Anwendung kommt. Eine 
weitere Anwendung dieser Ausfuhrungsform ist die, bei 
der eine Viruskomponente, z.B. ein naturlich 
vorkommendes, gegebenenfalls modif iziertes Peptid, ein 
nicht-virales, gegebenenfalls synthetisches 
endosomolytisches Peptid oder ein Virus einer 
entfernten Spezies eingesetzt werden, die nicht die 
Fahigkeit aufweisen, von sich aus in die zu 
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Hon zellen einzudringen. In Gegenwart 
transf izierenden Zexxen « 
oinas welteren mtemalisierungsfaktor- 
verbinoungsfaKtor-KonJugats profitraran arasa 
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iiber den Transferrin-Rezeptor als uber den Adenovirus- 
Rezeptor Eintritt in K562-Zellen fanden. 

Uberraschenderweise transportierten ternSre Kqmplexe 
DNA sogar in sehr niedrigen Mengen. So wurden bei einem 
Einsatz von 30 pg DNA pro 3 x 105 Zellen 1.8 x 104 
Lichteinheiten ( resultierend aus der Expression einer 
auf einem Plasmid enthaltenen, far Luciferase 
kodierenden Sequenz) erhalten. Bei einem solchen Input 
kommen auf eine Zelle nur 60 DNA~Molekule und 1 PFU an 
Virus ("Plaque Forming Unit"). Zum Vergleich: die 
weniger effiziente Kalziumprazipitationsvorschrift 
verwendet 2 x 105 DNA-MolekQle pro Zelle (Sambrook et 
al., 1989). Die vorliegende Erfindung stellt daher 
einen betrachtlichen Fortschritt dar, weil sie die 
effiziente Transformation von hoheren eukaryotischen 
Zellen mit sehr kleinen DNA-Mengen erlaubt. 

Die Gegenwart von Viren, Viruskomponenten Oder nicht- 
viralen endosomolytischen Mitteln als Bestandteile von 
endosomolytischen Konjugaten in den DNA-Komplexen hat 
folgende Vorteile: 

1) Breitere Anwendbarkeit der Gentransf ertechnilc mit 
Nukleinsaure-Komplexen, weil das endosomolytische 
Mittel selbst, insbesondere fiir den Fall, daB ein Virus 
oder eine Viruskomponente eingesetzt wird, den 
Internalisierungsfaktor darstellen kann oder auch in 
Kombination mit einem weiteren Internalisierunsf aktor 
(z.B. Transferrin oder Asialofetuin etc.) an die DNA 
komplexiert werden kann. Dadurch ist es moglich, den 
positiven Ef fekt der Viren auch fUr Zellen auszunutzen, 
die keinen Rezeptor fiir die jeweiligen Viren haben. 

2) Verbesserung der Gentransf er Effizienz, da durch die 
Bindung der endosomolytischen Kon jugate an die DNA eine 
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vi ren un d DKA. «^^, ef£iziente n transfer 
einer EeduKtxon der fur ^ 
benfitigten Menge an DNA una vit« , 
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Bindung/mtemalisierung uber Fusion mxt 

Zellmembranelementen erfolgt. 

2U gee ignsten I„temalisier U ngs £ a) ! toren . * en 

lig anden Transferrin <«— * ^apoproteins 
Conalbumin (sennett et al- 1981), As g y 
(wis Asialotransferrin, Asialorososucoxd Oder 

Asialofetuin), (Ashwell et al., ^ 982) ' 

ei- al 1980 und Shardon, 1987), bzw. 
"s— dispose entnalten nnd u„sr den 
LTalo :^*» r internal isiert warden: 
.annosylierte GlyKoproteine <- - et 
lysosomal Enzyme (Sly et al.. 1982). >» > 
I. x982). ^odifisierter ul (Coldstexn 1979). 
Lipoproteins, die liber Rezeptoren xn dxe 
au fgenon«nen werden (apo B100/LDL); virale Protexne. 
das HIV-Frotein opl20 ; Antixerper (Mellman et al 
MM. Kunn et al.. 1982. Abrahasson et 
Prageente davon gegen zelloberfiachenantxgene s^B. 
anti-CM. anti-CD7; zytoKine 

«t al 1987), Interleukin-2 (Smxth et al.. 1985) 
^ J It ax 1987), Interferon (Anderson et al., 
^r ( ^on -stUating Pastor" >. (Walker at 
* «a=hst»sfaKtoren wis nsulxn 

Assail. 1985). EGF "owtb Factor ). 
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(Carpenter, 1984); PDGF ("Platelet-derived Growth 
Factor"), (Heldin et al., 1982 ), TGFB (Transforming 
Growth Factor B"), (Massague et al., 1986), 
Nervenwachstumsf aktor (Hosang et al., 1987), Insulin- 
ahnlicher Wachstumsf aktor I ("Insulin-like Growth 
Factor"), (Schalch et al.., 1986), LH, FSH (Ascoli et 
al., 1978), Wachstumshormon (Hizuka et al., 1981), 
Prolactin (Posner et al., 1982), Glucagon ( Asada-Kubota 
et al., 1983), Thyroidhormone (Cheng et al., 1980), a- 
2-Makroglobulin-Protease (Kaplan et al., 1979), sowie 
"entwaffnete" Toxine. Weitere Beispiele sind 
Immunglobuline oder Fragment e da von als Liganden fur 
den Fc-Rezeptor oder Anti-Immunglobulin-Antikorper, die 
an SIgs ("Surface Immunoglobulins " ) binden. Die 
Liganden kdnnen natiirlichen oder synthetischen 
Ursprungs sein (siehe Trends Pharmacol. Sci., 1989, und 
die darin zitierten Referenzen). 

Wesentlich fttr die Eignung solcher 

Internalizierungsfaktoren im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung ist, 

a) daB sie vom spezifischen Zelltyp, in den die 
NukleinsSure eingebracht werden soli, 
internalisiert werden kannen und ihre 
Internalisierungsfahigkeit nicht oder nicht 
wesentlich beeintrachtigt wird, wenn sie mit dem 
Verbindungsf aktor konjugiert werden, und 

b) daB sie im Rahmen dieser Eigenschaft in der Lage 
sind, Nukleinsaure auf dem von ihnen benutzten Weg 
in die Zelle "huckepack" mitzunehmen. 

In den im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
durchgefuhrten Versuchen wurde die breite Anwendbarkeit 
der Erfindung hinsichtlich des Internaliserungsf aktors 
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-^lichen intemalisierungsfaktors in den 
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vor allem durch die Zielzellen definiert, z.B. durch 
bestimmte Oberf lachenantigene oder Rezeptoren, die fQr 
einen Zelltyp spezifisch sind und somit einen 
gerichteten Import der Nukleinsaure in diesen Zelltyp 
erm6g lichen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignete 
Nukleinsaure- affine Substanzen sind z.B* homologe 
organische Polykationen wie Polylysin, Polyarginin, 
Polyornithin oder heterologe Polykationen mit zwei Oder 
mehr unterschiedlichen positiv geladenen Aminosauren, 
wobei diese Polykationen verschiedene KettenlMnge 
aufweisen k6nnen, weiters nicht-peptidische 
synthetische Polykationen wie Polyethylenimin. 
Geeignete Nukleinsaure- af fine Substanzen sind ferner 
natiirliche DNA bindende Proteine polykationischen 
Charakters wie Histone oder Protamine bzw. Analoge oder 
Fragmente davon, sowie Spermin oder Spermidine. 

Die LSnge des Polykations ist nicht kritisch, sofern 
die Komplexe im Hinblick auf die bevorzugte 
Ausfiihrungsform im wesentlichen elektroneutral sind. 
Der bevorzugte Bereich der Polylysin-Ketteniange liegt 
im Bereich von ca. 20 bis ca. 1.000 Lysinmonomere . Es 
besteht jedoch fiir eine vorgegebene DNA-L&nge keine 
kritische LSnge fiir das Polykation. Wenn die DNA aus 
6.000 bp und 12.000 negativen Ladungen besteht , • kann 
die Menge an Polykation pro Mol DNA z.B. sein: 

60 Mol Polylysin 200 oder 

30 Mol Polylysin 400 oder 

120 Mol Polylysin 100, etc. 
Der Durchschnittsf achmann kann mittels einf acher 
Routineversuche andere Kombinationen von 
Polykationlange und molarer Menge ausw&hlen. 

Weitere geeignete NukleinsSure-af f ine Substanzen als 
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*~ ' i f- jugate sind interkalierende 
Bestandtexl der F.rvjugau 

Tyrosin und/oder Phenylalanm. 
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— Molo^chen Erze*t aerrnzert » FaUe 
. D^Kmon der Gentherapie durcn aas 
aer Anwenaung » *« GeMbschnltt . z.B. 

Egression zu brzngenae durch die 

swecKs S ubsti*urzon ezn« ' ; ^ ^ ^ aie 

Nukleotidsequenz kexne Bescnxai^ 
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ezngezet * " ^ ^ 

v on aar to spezzeUen 
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Es ist auch m5glich, zwei oder mehr verschiedene 
Nukleinsauresequenzen in die Zelle einzubringen, z.B. 
ein Plasmid, enthaltend cDNAs, kodierend fur zwei 
verschiedene Proteine, unter der Kontrolle von 
geeigneten regulator ischen Sequenzen, oder zwei 
verschiedene Plasmidkonstrukte, enthaltend verschiedene 
cDNAs . 

Zu therapeutisch wirksamen inhibierenden Nukleinsauren, 
die zum Zweck der Inhibierung spezifischer Gensequenzen 
in die Zelle eingefiihrt werden, zahlen Genkonstrukte, 
von denen Antisense-RNA oder Ribozyme transkribiert 
werden. Ferner ist es auch mSglich, Oligonukleotide, 
z.B. Antisenseoligonukleotide, in die Zelle 
einzubringen. Antisenseoligonukleotide umfassen 
vorzugsweise 15 Nukleotide oder mehr. Gegebenenf alls 
kSnnen die Oligonukleotide multimerisiert sein. 
Ribozyme werden vorzugsweise als Teil eines 
Genkonstrukts, das stabilisierende Genelemente, z.B. 
tRNA-Genelemente, enthalt, in die Zelle eingefiihrt. 
Genkonstrukte dieses Typs sind in der EP A 0 387 775 
geoffenbart. Inhibierende NukleinsSuren und deren 
Wirkmechanismen sind dem Durchschnittsf achmann 
gelaufig; diesbezuglich wird auf die Ubersichtsartikel 
von Helene und Toulme, 1990, und Takayama und Inouye, 
1990, sowie die darin zitierten Referenzen verwiesen. 

AuBer NukleinsSuremolekiilen, die Gene, z.B. virale 
Gene, aufgrund ihrer Komplementaritat inhibieren, 
konnen auch Gene mit anderer inhibierender Wirkung 
verwendet werden. Beispiele dafiir sind Gene, die fur 
virale Proteine kodieren, die sog. transdominante 
Mutationen haben (Herskowitz, 1987 ) . Expression der 
Gene in der Zelle liefert Proteine, die das 
entsprechende Wildtypprotein dominieren und auf diese 
Weise die Zelle, die zelluiare immunitat erwirbt, 
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• H ie virusreplikation verhindern. 
schiitzen, indem sie die virus* e 
scnu ' . nm , nante Mutationen viraler 

rceianet sind transdominante ™ 

Geeignet Replika tion und Expression 

Protexne, die fur die P Rev _ Mut anten, 
erf order liCh slnd,^- Sag , HIV . Replikation 

von denen gezeigt wurae, u „ _ _ 198 9; 

„+- =,i 1989; Green et ai., 
inhibieren (Trono et al., ^ os ' 

Malim et al., 1989). 

X^unitSt ^ ^^ n essentiell es virales Protein 
oie Bindungsstelle rdr « (Sullen9er et al.. 

enthalten, z.B. sog- tak ^ 



1990). 



Beispiele for *. Bahmen der somatischen Gantherapie 
Beispiele ru vo rliegenden 
anwendbare Gene, Genkonstrusten in die 

Erfindung »>-*■ — «"« 

zelle eingeschleust weroe Fa ktor 

(BaB ophilie A), (siehe ..B. wood et al. 198 >, 

wi-. ni (siehe z.B. Kurachi et al., 
IX (Hamophilie B), (siene valerio et al., 

M enosindeaainaae (SCID), (siehe ••»• 
l98 „. a-1 Antitrypsin C«-*-*^ ™ sis 
Ciliberto et al.. 1965) Oder ehe ,.„. 

transmembrane oonduotance regulator gene ( sie 
Jordan et al.. 1989). Diese Beispiele stellen 
keinerlei Beschrankung dar. 

•« flie zelle befordert werden; klemere 

als oligonucleotide 

angewendet werden. 
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Es ist offensichtlich, daB gerade aufgrund der 
Tatsache, daB die vorliegende Erfindung keinerlei 
Beschr.ankungen hinsichtlich der Gensequenz unterliegt 
und daB mit Hilfe der Erfindung auch sehr groBe 
Genkonstrukte transport iert werden kGnnen, breiteste 
Anwendungsmdglichkeiten gegeben sind. 

Ausgehend von der Nukleinsaure wird die Nukleinsaure- 
affine Substanz, vorzugsweise eine organische 
polykationische Substanz, bestimmt, die die 
Komplexierung der Nukleinsaure gewShrleistet, die 
erhaltenen Komplexe sind vorzugsweise im wesentlichen 
elektroneutral. Wenn die Komplexe neben dem 
endosomolytischen Konjugat ein Konjugat aus einem 
Internalisierungsfaktor und einer NukleinsSure-af finen 
Substanz enthalten, wird der Kationenanteil beider 
Kon jugate hinsichtlich des Aspekts der 
Elektroneutral! tat in Betracht gezogen. 

Im Zuge von fruheren Erfindungen war festgestellt 
worden, daB ein Optimum fur den Import von Nukleinsaure 
in die Zelle erzielt werden kann, wenn das Verhainis 
Konjugat: Nukleinsaure so gewahlt wurde, daB die 
Internalisierungsfaktor-Polykation/Nukleinsaure- 
Komplexe weitgehend elektroneutral waren. Es wurde 
festgestellt, daB die Mehge der in die Zelle 
aufgenommenen NukleinsSure-Menge nicht verringert wird, 
wenn ein Teil der Transf errin-Polykation-Kon jugate 
durch nicht-kovalent gebundenes Polykation ersetzt 
wird; in bestimmten Fallen kann sogar eine 
betrachtliche Steigerung der DNA-Aufnahme erreicht 
werden (Wagner et al., 1991a). Dabei war beobachtet 
worden, daB die DNA innnerhalb der Komplexe in zu 
toroiden Strukturen mit einem Durchmesser von 
80 - 100 nm verdichteter Form vorliegt. Die Menge an 
Polykation wird somit im Hinblick auf die beiden 
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Substanz verwendet, die aufgrund anderer Mechanismen 
eine Steigerung der Expression bewirkt. 

Zu den im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeigneten 
nicht-kovalent gebundenen NukleinsSure-af f inen 
Substanzen zahlen Verbindungen mit der FShigkeit, 
Nukleinsaure zu kondensieren und/oder diese vor 
unerwunschtem Abbau in der Zelle zu schlitzen, 
insbesondere die bereits angefiihrten Substanzen 
polykationischen Charakters. Eine weitere Gruppe 
geeigneter Substanzen sind solche, die durch Bindung an 
die Nukleinsaure eine Verbesserung deren 
Transkription/Expression bewirken, indem sie die 
Zuganglichkeit der NukleinsSure fiir die 
Expressionsmaschinerie der Zelle verbessern. Ein 
Beispiel fur eine solche Substanz ist das chromosomale 
Nicht-Histon-Protein HMG1 , von dem festgestellt wurde, 
daB es die FShigkeit aufweist, DNA zu kompaktieren und 
in der Zelle zur Expression zu bringen. 

Bei der Bestimmung des molaren Verhaltnisses von 
endosomolytischem Mittel und/pder 
Internalisierungsfaktor/Nukleinsaure-affine 
Substanz/Nukleinsaure(n) ist zu beriicksichtigen, daB 
Komplexierung der NukleinsSure(n) stattfindet und 
gewShrleistet ist, daB der gebildete Komplex an die 
Zelle gebunden, in die Zelle befardert wird und daB er 
entweder von selbst oder mit Hilfe des 

endosomolytischen Mittels aus den Endosomen freigesetzt 
wird. 

Das jeweils gewShlte Verhaitnis 

Internalisierungsfaktor/Verbindungsfaktor/NukleinsSure 

richtet sich vor allem nach der GroBe der 
PolykationmolekUle sowie nach der Anzahl und Verteilung 
der positiv geladenen Gruppierungen, Kriterien, die auf 
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Gr6fi e una Struktur der zu ^^^^ betragt 
HukleinsaureCn) abgestinunt werden. Vorzugswe 

das molare Verhaltnis affi ne Substanz 

mtemalisierungsfaKtor-.Nuklexnsaure-affxne 

•ca. 10:1 bis ca. 1:10. 
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. - — ;^ r- ~ f 

Bestimmung des fur aw ±lfe 
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virus Oder die viruskon-ponente a. das Polygon 

„ j=n, Genkonstrukt komplexiert. 
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„ hT+ Auf diese weise wird das optimale 
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Verhaltnis DNA : Virus -Kon j ugat ermittelt^B 
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zwischen Virus-Konjugat und Internalisierungsf aktor- 
Konjugat bestinunt wird. 

Die Komplexe kttnnen hergestellt werden, indem die 
Komponenten i ) NukleinsSure, ii) virales Konjugat, 
gegebenenfalls iii) 

Internalisierungsf aktor/ Verbindungsf aktor-Kon j ugat und 
gegebenenfalls iv) nicht-kovalent gebundene 
NukleinsSure-affine Substanz, die jeweils in Form 
verdunnter LCsungen vorliegen, geraischt werden. Im 
Falle der Verwendung von Polykationen als 
Verbindungsf aktor und gleichzeitig als "freie" 
Polykationen ist es im allgemeinen zweckmSfiig, zuerst 
eine Mischung von Konjugaten mit freien Polykationen 
herzustellen und diese Mischung rait DNA zu vereinigen. 
Dabei wird das optimale VerhSltnis von DNA zu 
Konjugat (en) und Polykationen durch 
Titrationsexperimente, d.h. in einer Reihe von 
Transfektionsexperimenten mit konstanter DNA-Menge und 
zunehmender Menge an Konjugat(en)/Polykationerunischung, 
bestinunt. Das optimale Verhaltnis von 
Konj ugat ( en ): Polykationen in der Mischung kann mit 
Hilfe von Routineexperimenten bzw. aus dem Vergleich 
der optimalen Verhfiltnisse der in den 

Titrationsexperimenten eingesetzten Mischungen erhalten 
werden. 

s 

Die Her stel lung der DNA- Komplexe kann bei 
physiologischen Salzkonzentrationen erfolgen. Eine 
weitere Moglichkeit besteht im Einsatz hoher 
Salzkonzentrationen (etwa 2 M NaCl) und anschlieBende 
Einstellung auf physiologische Bedingungen durch 
langsames Verdiinnen bzw. Dialyse. 

Die jeweils am besten geeignete Reihenfolge fur die 
Mischung der Komponenten NukleinsSure, Konjugatte), 
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HukleinsSure-affina MM. « ^ ^ 

„,e=kn,aeig arisen zuarst ^ 
Konjugat zu *°^™\^ aas Polyka tion 

zuzufugen, z.B. im ra^ 
Konjugaten und Polylysin. 

Ausfiihrungsform der Erfindung ist 
in einer bevorzugtren Ausfuhru g Transferrin 
der (zusatzliche) intemalxsxerungsfaktor 

Zelle transportisrt werden. 

K °° Ple T' « rrei"-^ sin,. X. Falls 
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wird auf die Offenbarung der EP 388 758 Bezug genommen. 

Die Kon jugate k6nnen auch hergestellt werden, indem ein 
Glykoprotein, z.B. Transferrin, und der 
Verbindungfaktor uber eine oder mehrere 
Kohlenhydratketten des Glykoproteins miteinander 
verbunden sind. Solche Kon jugate sind im Gegensatz zu 
den mittels herkommlicher Kopplungsverf ahren 
hergestellten Konjugaten frei von Modif ikationen, die 
von den verwendeten Linker substanzen stammen. 
Diese Kon jugate weisen im Falle von Glykoproteinen, die 
nur eine oder wenige fur die Kopplung geeignete 
Kohlenhydratgruppen auf weisen, z.B. Transferrin, 
auBerdem den Vorteil auf, daB sie hinsichtlich ihrer 
Bindungsstelle Glykoprotein/Verbindungsf aktor exakt 
definiert sind. 

Die Menge an eingesetztem endosomolytischem Mittel bzw. 
dessen Konzentration richtet sich nach der im einzelnen 
vorgenommenen Transf ektion. Es ist zweckmSBig, die 
Mindestmenge an Virus bzw. Viruskomponente einzusetzen, 
die erforderlich ist, urn die Internalisierung von Virus 
und Nukleinsaure-Komplex und die Freisetzung aus den 
Endosomen zu gewahrleisten. Die Menge an 
Virus ( kon jugat) wird auf den jeweiligen Zelltyp 
abgestimmt, dabei ist vor allem die InfektiosiiiSt des 
Virus fUr diesen Zelltyp zu beriicksichtigen. Ein 
wei teres Kriterium ist das jeweilige 
Internalisierungsfaktor-Verbindungsfaktor-Konjugat, 
insbesondere hinsichtlich des Internalisierungsf aktors, 
fur den die Zielzelle eine definierte Anzahl yon 
Rezeptoren aufweist. AuBerdem richtet sich die Menge an 
Virus (kon jugat) nach der Menge der zu importierenden 
DNA. Fur eine stabile Transf ektion, fur die nur eine 
geringe DNA-Menge erforderlich ist, ist im allgemeinen 
eine kleine Menge an Virus ausreichend, wahrend fur 
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* t 4- j on fiir die groBere DNA- 

Mengen ^endung wird in 
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urn einen 
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moglichst gleichzeitigen Kontakt der Zelle mit den 
Komponenten zu gewahrleisten. Im Falle der Verwendung 
von freiem Virus in einer gesonderten Zubereitung, kann 
die gleichzeitige Verabreichung der Viruspraparation 
mit den Komplexen dadurch gewahrleistet werden, daB die 
Viruspraparation Bestandteil des Transf ektionsmediums 
1st, das den NukleinsSure-Komplex enthMlt. Im Falle der 
gleichzeitigen Verabrechung von freiem Virus werden die 
NukleinsSure-Komplexe und die Viruszubereitung vor der 
Anwendung gemischt . 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des 

erf indungsgemaBen Verfahrens wird das endosomolytische 

Mittel als Bestandteil eines Kombinations-Komplexes 

eingesetzt. 

Um die Genexpression zu verstSrken, konnen die 
. erf indungsgemaBen Zusammensetzungen auch wiederholt 
angewendet werden. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform sind die Zellen 
primSre Tumorzellen. In einer besonders bevorzugten 
Ausfiihrungsform ist die NukleinsSure eine DNA, die eine 
oder mehrere Sequenzen enthait, die fur eine 
immunmodulierende Substanz, vorzugsweise ein Zytokin, 
kodieren. 

In einer weiteren Ausf iihrungsform sind die Zellen 
Myoblasten, vorzugsweise primare Myoblasten. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform sind die Zellen 
Fibroblasten, vorzugsweise primare Fibroblasten. 

In einer weiteren Ausfuhrungsf orm sind die Zellen 
Hepatozyten, vorzugsweise primare Hepatozyten. 
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xa einer weiteren ausrunmngsfora — " U " > 
primare Endothelzellen. 
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Chloroquin, Monensin, Nigericin und Methylamin. Es 
konnte gezeigt werden, daB Monensin eine Steigerung der 
Reportergenexpression im Falle der Anwendung von 
Moloneyvirus hervorruft. Es konnte gezeigt werden , daB 
die Gegenwart von Chloroquin in praktisch 100 % von 
K562-Zellen zur Expression eines Reportergens flihrt, 
das durch Transferrin vermittelten DNA-f ransf er in die 
Zellen eingebracht wurde. BNL.CL2 oder HepG2- 
Hepatozyten reagierten nicht so gut auf Chloroquin wie 
die K562-Zellen, konnten jedoch in §inem AusmaB von 5 
bis 10 % transfiziert werden, wenn die 
endosomolytischen Eigenschaf ten von zugegebenem 
replikationsdefektem oder chemisch inaktiviertem 
Adenovirus ausgenutzt werden. 

Mit Hilfe der vorliegenden Erfindung werden die 
Vorteile der biologischen Vektoren verst&rkt. Aufgrund 
der Verteilung der Rezeptoren gibt es einen Tropismus 
sowohl fur Internalisierungsfaktor als auch fur das 
Virus. Durch Abstimmung dieser beiden Komponenten auf 
die jeweilige Zellpopulation ist eine erhohte \ 
Selektivitat erreichbar, die vpr allem bei der 
therapeutischen Anwendung der vorliegenden Erfindung 
zum Tragen kommt. Diesem Aspekt kommt besondere 
Bedeutung bei der therapeutischen Anwendung der 
vorliegenden Erfindung in der Lunge zu, weil die 
unterschiedlichen Zellpopulationen in der Lunge 
unterschiedliche Rezeptoren aufweisen, was die 
Konstruktion von Vektoren mit hoher Bindungsaf f initat 
fur eine bestimmte Zellpopulation, z.B. fUr die 
bewimperten Zellen der Atemwege, erfordern kann. Als 
Liganden konunen z.B. Lectine in Betracht. Die 
Konstruktion solcher Kon jugate erfordert u.a. die 
Bestatigung der Bindungseigenschaften eines Liganden- 
Kandidaten in der Konjugat-Konf ormation. Diese 
Bestatigung kann z.B. mit Antikorpern gegen den 
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i+ Hilfe von inununhistochemxschen 
Liganden mxt Hxlfe von the rapeutische 
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Transfektionskits vor, der ebenfalls Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung ist. Der Transf ektionskit der 
vorliegenden Erfindung umfaBt einen Tr£ger, der einen 
Oder mehrere BehSlter, wie RShrchen, Flaschchen oder 
Shnliches enthfilt, die die fur die Transf ektion der 
hSheren eukaryotischen Zelle entsprechend der 
vorliegenden Erfindung erf orderlichen Materialien 
enthalten. In einem solchen Transf ektionskit kann ein 
erster BehSlter ein oder mehrere verschiedene DNAs, 
z.B. kodierend fiir verschiedene Antigene, enthalten. 
Ein zweiter BehSlter kann ein oder mehrere verschiedene 
Intemalisierungsfaktor-Konjugate enthalten, wobei die 
Anwendung des Transfektionskits in Form eines 
Baukastensystems erm5glicht wird. Ob die Bestandteile 
als gebrauchsfertige Zubereitung oder getrennt 
vorliegen, urn unmittelbar vor der Verwendung gemischt 
zu werden, hSngt neben der spezifischen Anwendung von 
der Stabilitat der Komplexe ab, die routinemMBig in 
StabilitStstests untersucht werden kann. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform befindet sich ein 
Transglutaminase-gekoppeltes Adenovirus -Polylysin- 
Konjugat, das sich als lagerstabil erwiesen hat, in 
einem der Behalter eines Kits. In einer weiteren 
bevorzugten Ausfuhrungsform liegen biotinyliertes 
* Adenovirus und Streptavidin-Polylysih in getrennten 
Behaltern vor und werden vor der Anwendung gemischt. 
Unter Ausnutzung der Flexibility der Erfindung kann 
der Durchschnittsfachmann zahlreiche verschiedene 
Transfektionskits entwickeln. 

Die therapeutische Anwendung der erfindungsgemSBen 
Zusammensetzung als pharmazeutische Zubereitung kann 
systemisch erfolgen, dabei wird die intravenose Route 
bevorzugt. Zielorgane fur diese Anwendung s form sind 
z.B. Leber, Milz, Lunge, Knochenmark, sowie Tumore. 
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Trans fektionsmedien, die die besten Ergebnisse zeigten, 
enthielten Kombinations-Komplexe von biotinyliertem 
Adenovirus, Transf errin-Polylysin und Streptavidin- 
Polylysin. AuBer den Reportergenprodukten Lucif erase 
und B-Galaktosidase wurde Faktor VIII in den 
Muskelzellen exprimiert. AuBerdem wurde das 
Hiihneradenovirus CELO in Kombinations-Komplexen, die 
Weizenkeimagglutinin als zusStzlichen 
Internalisierungsf aktor enthielten, eingesetzt . 

Die therapeutische Anwendung kann auch ex vivo 
erfolgen, wobei die behandelten Zellen, z.B. 
Knochenmarkszellen, Hepatozyten oder Myoblasten in den 
Korper riickgefuhrt werden, z.B- Ponder et al., 1991 , 
Dhawan et al., 1991. Eine weitere ex vivo Anwendung der 
vorliegenden Erfindung betrifft sog. Krebsvaccine. Das 
Prinzip dieses therapeutischen Ansatzes besteht darin, 
Tumorzellen von einem Patienten zu isolieren und die 
Zellen mit einer fttr ein Zytokin kodierenden DNA zu 
transfizieren. In einem nachsten Schritt werden die 
Zellen gegebenenf alls inaktiviert, z.B. durch Strahlen, 
und zwar der art , daB sie sich nicht langer vermehren, 
aber noch immer das Zytokin exprimieren. Dann werden 
die genetisch veranderten Zellen dem Patienten, dem sie 
entnommen wurden, als Vaccin verabreicht. In der 
Umgebung der Impfsteile aktivieren die sezernierten 
Zytokine das Immunsystem, u.a. indem sie zytotoxische 
T- Zellen aktivieren. Diese aktivierten Zellen konnen 
ihre Wirkung in anderen Teilen des K6rpers ausuben und 
greifen auch nichtbehandelte Tumorzellen an. Auf diese 
Weise wird das Risiko von Tumorrezidiven und 
Metastasenentwicklung verringert. Eine fiir die 
Anwendung von Krebsvaccinen fur die Gent her apie 
geeignete Vorschrift wurde von Rosenberg et al. f 1992, 
beschrieben. Statt der von Rosenberg vorgeschlagenen 
retroviralen Vektoren kann das Gentransfer system der 
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Genen induziert wurden. Jedoch sterben die Zellen, die. 
das Antigen ca. einen Tag lang effizient exprimieren, 
aufgrund des lytischen Wirkung von Vaccinia. Diese 
Schwierigkeiten konnen mit Hilfe von M CTL Killing 
Assays" uberwunden werden, die das Gentransfer system 
der vorliegenden Erfindung verwenden, urn fur Antigene 
kodierende DNA in die Zelle einzuf iihren, z.B. urn 
Konstrukte, kodierend fiir HIV- oder Tumor antigene, in 
Fibroblasten einzuf iihren, um diese das Antigen 
exprimieren zu lassen. PrimSre Fibroblasten kfinnen 
leicht aus Biopsien gewonnen werden, sind leicht zu 
ziichten und haben sich als besonders effizient (ca. 50 
bis ca. 70 %) mit Hilfe der vorliegenden Erfindung 
transfizierbar erwiesen. Solche Assays sind mitzlich, 
um, im Hinblick auf die Entwicklung von Vaccinen, 
Epitope zu identifizieren, die von Killerzellen erkannt 
werden. AuBerdem kGnnen sie vorteilhaf terweise 
angewendet werden, um die HLA-beschrfinkte Immunantwort 
einer Person gegen ein bestimmtes Antigen zu bestimmen. 

Aufgrund der groBen Menge, in der die mit Hilfe der 
vorliegenden Erfindung transportierten Gene in 
praktisch alien Zellen exprimiert werden, kann die 
Erfindung auch verwendet werden, um rekombinante 
Proteine zu produzieren. Auch in diesem Fall gibt es 
keine oder nur geringe Beschrankungen bezuglich der 
Sequenz bzw. der GrdBe der trans ferierten DNA, f erner 
gibt es ein breites Spektrum von Zelltypen, die mit der 
erfindungsgemaBen Zusammensetzung transfizierbar sind. 
Es kann daher beinahe jeder Zelltyp fur die Herstellung 
rekombinanter Proteine verwendet werden, der 
gewShrleistet, daB das rekombinante Protein in 
. naturgetreuer und in vollstandig modif izierter post- 
translational prozessierter Form, die die hohe 
biologische Aktivitat des Produktes sicherstellt, 
produziert wird. 
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Fig. 1: Wirkung der Adenovirus-Infektion auf den 

Gentransfer mittels Transferrin-Polylysin- 
Konjugaten 

Fig. 2: Konjugat-DNA-Komplex-Dosisef f ekt 

Fig. 3: Verstarkung des Transferrin-Polylysin- 

vermittelten Gentransfers durch Adenoviren 
erfolgt iiber Rezeptor-vermittelte Endozytose: 

A) Wirkung auf komplexierte DNA 

B) Wirkung auf Rezeptor-gebundene DNA 

C) Wirkung auf Gentransfer mittels 
Transferrin-Polylysin-Konjugaten 

Fig. 4: Wirkung der Adenovirus -Infektion auf den 

Gentransfer mittels Transferrin-Polylysin- 

Konjugaten in ausgewahlten Zellinien 
Fig. 5: Untersuchung, ob die Verstarkung der 

Genexpression auf Ebene des Gentransports oder 

auf Transaktivierung beruht 
Fig. 6: Tetra-Galaktosepeptid-Polylysin-Konjugat 
Fig. 7: Transfektion von HepG2-Zelleri mit pRSVL-DNA- 

Komplexen in Gegenwart von Adenovirus 
Fig. 8: Transfektion von HepG2-Zellen mit pCMVL-DNA- 

Komplexen in Gegenwart von Adenovirus 
Fig. 9: Transfektion von TIB73-Zellen mit pCMVL-DNA- 

Komplexen: 

A ) Vergleichswerte mit Chloroquin 

B) in Gegenwart von Adenovirus 

Fig. 10: Import von pCMVL-DNA in T-Zellen in Gegenwart 
von Adenovirus: 

A) H9-Zellen 

B) primare Lymphozyten 

Fig. 11: UV-Inaktivierung von Adenoviren: 

A) Verstarkung des Gentransfer-Ef f ekts in 
HeLa-Zellen durch UV-inaktivierte Viren 

B) Vergleich der UV-Inaktivierung mit dem 
Gentransfer-Effekt 

Fig. 12: Inaktivierung von Adenoviren durch Formaldehyd 



ERSATZBLATT 



PCT/EP92/02234 

WO 93/07283 

72 

Fig 13- TransfektionvonNIH3T3-Zellenn.it 

Gegenwart von Moloney-Virus ^ 

FiQ 14- Untersuohung, ob der Gentrans£er-Ef fekt 

Fig. 14. unw MTH3T3-Zellen mit 

der Transfektion von NIH3T.3 ^e 
Transferrin-Polylysin-DNA-Komplexen auf 

Molonev-Virus zuriickzufiihren ist 

„ sr.™."=:r, rr,:...„- 

Effekt von Retroviren 
Fig . 17 = Lluenza-HaeaggXutinin-Peptid, X-ipos^en- 

Leakage-Assay Tra nsferrin- 

18- Transfektion von K562-Zelien mr 

PoXylysin-KonJugaten in Gegenwart von 

-^.Polvlysin-Konjugat 

Influenzapeptia-foxyj.jr= , 

u^ra-zellen mit Transferrin- 
Fia 19: Transfektion von HeLa-Zellen 

Polylysin-Konjugaten in Gegenwart von 
Influenzapeptid-Polylysin-Konjugat 

^ Transferrin-PoXyXysin-pCMV-B-gaX-DNA in 

Gegenwart von Adenovirus 
Fi3 . 21= m situ B-GaXaktosidaseexpression in Heta 
*" ZeXXen in Gegenwart von 

Fig . 22= Transfektion von zeXXen a* «- 4 »0- 
in Gegenwart von Adenovirus. A. Hex 
B : Neuroblastomzellen 

F1 g. 23= Herstellung von Adenovirus-PoXyXysm dure* 

chemische Kopplung 
Fi0 24- Transfektion von K562-ZeXlen nit ehe*iS0h 

gekoppeltenAdenovirus-KonJugaten 
Fi3 25= Transfektion von HeLa-ZelXen mit ehemisoh 

gekoppelten Adenovirus-Konjugaten 
Fig . 26= Bindung von Polylysin an Adenovirus aitteXs 
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Transglutaminase 
Fig. 27: Transfektion von Maus-Hepatozyten mittels 

Transglutaminase-gekoppelten Adenovirus- 

Polylysin-Kon j ugaten 
Fig. 28: VerstSrkung der Transf ektionsef f izienz durch 

Transglutaminase-gekoppelte Adenovirus- 

Polylysin-Kon jugate im Vergleich zu nicht- 

gekoppeltem Virus 
Fig. 29: Transfektion von HeLa-Zellen mit Biotin- 

Streptavidin-gekoppelten Adenovirus-Konj ugaten 
Fig. 30: Transfektion von K562-Zellen mit Biotin- 

Streptavidin-gekoppelten Adenovirus- Konj ugaten 
Fig. 31: Transfektion von Neuroblastom-Zellen mit einem 

48 kb Cosmid mittels Biotin-Streptavidin- 

gekoppelten Adenovirus -Konj ugaten 
Fig. 32: Transfektion von Hepatozyten in Gegenwart von 

Chloroquin oder von Adenovirus 
Fig. 33: Transfektion von K562-Zellen in Gegenwart von 

verschiedenen endosomolytischen Mitteln 
Fig. 34: Vergelich der Transf ektionsprotokolle auf 

zellularer Ebene mit 6-Galaktosidase als 

Reportergen in Gegenwart verschiedener 

endosomolytischer Mitt el 
Fig. 35: Langzeit-Lucif eraseexpression in konfluenten, 

nicht-teilenden Hepatozyten 
Fig. 36: Expression in HeLa-Zellen f transf iziert in 

Gegenwart von freiem und iiber Biotin- 

Streptavidin an Polylysin gebundenes CELO- 

Virus 

Fig. 37: Transfektion von Myoblasten und Myotuben in 
Gegenwart von freiem und iiber Biotin- 
Streptavidin an Polylysin gebundenes 
Adenovirus 

Fig. 38: Transfektion von primfiren Myoblasten- und 

Myotubenkulturen 
Fig. 39: Vergleich von Adenovirus d!312 und CELO-Virus 
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Fig. 41 s 



Fig. 43: 
Fig. 44: 



bei aer Transfer, von Heta-Sellen una 
C2Cl 2 -«yoblast« CEt0 -virus 
Fig . 40: Verbesaerung aer Tranef 

aurcb Varwenaung ernes Lactm LB 
Expression einer Factor VIII cDNA in C2C12 
Myoblasten- una Myoruben-Kulturen 
Fi g 4 2 = versing aas D NA-Transpo«s dureh 
9 " M enovirus-Froteine. A: HeLa-Zellen.B. 

Fibroblasten 

Galaktose-Influenzapeptid-Kon.ugate fur 

DNA Transport in Hepatozyten 
Galaktose-Adenovirus-Kon.ugate fur den 

Transport in Hepatozyten B _ Zellen 
, n B _iyniphoblastoide B-Ze_xen 
Fig . 45= Gentransfer in B lyap olylysin ln 

fig. 46: DNA-Transfer mit Transl 

Gegenwart von Rhlnovirus. A: freieS 
Kjlovirus. >. konjugiertes Rnrnovrrus 
„• i7- Transfektion von primaren hunanen 
Fl9 - TalaL-Uan It Koebinatlons-Ko.pleren 

entnaltana Transferrin- una Aaanov.ru,- 
Kon jugate 

„• ar- Transfektion von primaren bumanen 

r^zeilen 1* Ko^nations-K^pl^ 
entbaltend LDL- und "-^"""J^ 

' -age Assay « ampbipathischen 

^yten .eakage Assay 1* amphipathischen 

Peptiden Gegenwart 
Transfektion von BNL CL.Z *e_ 

amph ipatbischer ^ Gegenwart von 

Fig 53: Transfektion von NIH3T Zelien 

amphipatbischen Peptiden 
w . 54 - Egression von IFN-a in HeLa-Zellen, 
Fl9 * 5 JaLfiziert in Gegenwart verscbiedener 



Fig- 50: 
Fig • 51 : 
Fig. 52: 
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endosomolytischer Mittel 

In den folgenden Beispielen, die die vorliegende 
Erfindung illustrieren, wurden, sofern nicht anders 
angegeben, die folgenden Materialien und Methoden 
verwendet: 

Herstellung von Traiisferrin-Polylysin/DNA-Komplexen 

a) Humantransferrin-Polylysin-Kon jugate 

Es wurde die von Wagner et al., 1991b, beschriebene 
Methode verwendet, bei der die Kopplung von Polylysin 
an die Kohlenhydratseitenketten des Transferrins 
erfolgt. 

Eine L5sung von 280 mg (3.5 pmol) humanem Transferrin 
(eisenfrei, Sigma) in 6 ml 30 mM Natriumacetatpuf fer , 
pH 5, wurde auf 0°C gekiihlt und 750 pi 30 mM 
Natriumacetatpuf fer pH 5, enthaltend 11 mg (51 pmol) 
Natriumperiodat hinzugefugt. Die Mischung wurde im 
Eisbad 90 min lang im Dunklen stehen gelassen. Zur 
Entfernung der niedermolekularen Produkte wurde eine 
Gelfiltration durchgefiihrt (Sephadex G-25, Pharmacia), 
die eine LGsung mit einem Gehalt von ca, 250 mg 
oxidiertem Transferrin (Messung durch Ninhydrinassay ) 
ergab. (Um die oxidierte Form nachzuweisen, die 
Aldehyde enthStlt und bei FSrbung mit Anisaldehyd eine 
Farbreaktion gibt, wurden die Proben auf eine 
Silikagel-Dunnschichtplatte getropft, getrocknet und 
die Platten in p-Anisaldehyd/Schwef elsaure/Ethanol 
(1/1/18) getaucht, getrocknet und erhitzt. ) Die 
modifizierte Trans ferrin-L6sung wurde rasch (innerhalb 
10 bis 15 min) einer Losung, enthaltend 1.5 ymol 
fluoreszenzmarkiertes Poly(L)Lysin mit einer 
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Der Eiseneinbau wurde durch Hinzufiigen von 4 pi 10 mM 
Eisen(III)citratpuffer (enthaltend 200 mM Citrat, durch 
Zugabe von Natriumbicarbonat auf einen pH-Wert von 
7,8 eingestellt) pro mg Transferrin-Gehalt vorgenommen . 
Die eisenhaitigen Konjugate wurden vor ihrer Verwendung 
fur die DNA-Komplexbildung in kleine Aliquots 
aufgeteilt, schockgefroren in flussigem Stickstoff oder 
Trockeneis/Ethanol und bei -20°C aufbewahrt. (Diese 
MaBnahme erwies sich als zweckmSBig, nachdem sich 
gezeigt hatte, daB mehrmaliges Auftauen und Einfrieren 
den Verderb der Konjugate zur Folge hat. ) 

b) Maus-Transferrin-Polylysin-Konjugate 

Es wurde analog der fiir Humantransferrin angegebenen 
Methode vorgegangen, indem die Kopplung tiber die 
Kohlenhydratseitenketten vorgenommen wurde. Aus 4.1 mg 
(51 nmol) Maustransferrin und 2.1 mg (34 nmol) pL290 
wurden Konjugate aus 15.5 nmol Maustransferrin und 
13 nmol pL290 erhalten. 

Plasmid-DNA 
a) pRSVL-DNA 

6 pg des DNA-Plasmids pRSVL (enthaltend das Photinus. 
pyralis Lucif erasegen unter der Kontrolle des Rous 
Sarcoma Virus LTR Enhancer/Promoters (Uchida et al., 
1977, De Wet et al., 1987), hergestellt mittels Triton- 
X Lyse Standard-Methode (Maniatis), gefolgt von 
CsCl/EtBr Gleichgewichtsdichtegradienten- 
Zentrifugation, Entfarbung mit Butanol-1 und Dialyse 
gegen 10 mM Tris/HCl pH 7,5, 1 mM EDTA) in 350 pi HBS 
(150 mM NaCI, 20 mM HEPES pH 7.3) wurden 30 min vor 
Zugabe zu den Zellen mit 12 pg Transferrin-Polylysin- 
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Konjugat in 150 pi HBS ge*ischt 
b) pCMV-DNA 



Das Plasaid PCMV wurda nargestall* ind~ *as ^ 

r>qTCX556 (Severne et ai., 
msert des Plaids pS ™ 5 j^.^,^ beha „aelt und 

an«amt. das ^ ^. behanaelt . rrag^nt aus 
^ T 1 " 7 ^ luci.arasa fccdiarenda 

"J dun, wurda analog P— 



Herstellung 



von virus-Praparationen 



a) Adenovirus-Praparationen 

Ela-Regxon EI ,. trans -tompla B entiarenden 
Virus "urde in der Ela rran ^ -—.wllMW In 

Zallinia 293 durchgafdnrt, ^^^oavidscn und 
gtoBem MsBstab durchgsiubxt »urde, -a vo 

10B7 beschrieben. Das geremigte viru 
Hassell. 1987, bascnr o.l % 

in Lagsrpuffar (100 « Tris,^ 8^0 
BSA. 50 % Glyaarin, odar » OB/4 ° * ^ „ ie 
Mf gsnon»en und Miguo« bai -70 C au. ^ 
^rr at** virion- Konzentr at: ion wui^ 

b) Retrovirus-Praparationen 
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Das Moloney-MauseleukSmie-Retrovirus N2 wurde in eine 
ecotropische Verpackungslinie gepackt (Keller et al., 
1985, Armentano et al., 1987). Oberst&nde von Virus 
exprimierenden Zellinien wurden gesammelt, in fltissigem 
Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C gelagert. Die 
Uberstande, die in den Beispielen verwendet wurden, 
hatten einen Titer von ca. 10^ cfu/ml, der mittels 
Neomycin-Resistenz-Kolonienbildung rait NIH3T3-Zellen 
gemessen wurde. Fiir die Viruskonzentrierungs- 
Experimente wurden die Uberstande unter Stickstof fdruck 
durch ein 300 Kb Membranf ilter (FILTRON) in einera 
AMICON-Ruhrzell-Konzentrator geschickt. Darait konnten 
normalerweise 10 - 30 ml Oberstand auf das lOfache 
konzentriert werden. 



Zellen und Medien 

HeLa-Zellen wurden in DMEM-Medium, erg&nzt mit 
5 % hitzeinaktiviertem fotalera KBlberserum (FCS), 
Penicillin zu 100 I.E. /ml, Streptomycin zu 100 pg/ml 
und 2 mM Glutamin, gezuchtet. WI-38, MRC-5, und 
KB-Zellen wurden in EMEM-Medium (Eagle's modified 
essential medium), erganzt mit 10 % hitzeinaktiviertem 
FCS, Antibiotika wie DMEM-Medium 10 mM nicht- 
essentielle Aminosauren und 2 mM Glutamin gezuchtet. 
CFT1, eine respiratorische zystische Fibrose Epithel- 
Zellinie (hergestellt nach der von Yankaskas et al., 
1991, beschriebenen Methode; die CFTl-Zellinie ist 
dadurch charakterisiert , daB sie fiir die AF508-Deletion 
CF-Mutation homozygot ist) wurde in F12-7X-Medium 
geziichtet (Willumsen et al., 1989). FUr die 
Gentransfer-Versuche wurden die Zellen in 6 cm 
Zellkulturplatten gezuchtet, bis sie zu ca. 50 % 
konfluent waren (5 x 105 Zellen). Das Medium wurde 
entferrit und 1 ml DMEM- Oder EMEM/2 % FCS-Medium 
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« rt Daraufhin warden die Konjugat-DNA-Komplexe 
hinzugefugl, das Adenoviru s d!312 

zuaegeben, unmrtxelbar osu 
% 05 3 2 * 104 partikel/zelle) Oder exn 
(0.05 - 3.^ * uirus-Lagerpuffer 
ver gleichPare S Volu-en von «xus Lag JP ^ ^ 

(1 . 80 pi). Oie Pitt- — * * aanach 
Brutschran* zurOcKgegeben (5 % CM 3, CK 

Mur aen 3 al Ko^edlu. - „ It. - ale 
24 h xnKubatlon — -lie ^ ^ ^ 

Luciferasa-Genexpress-n - GeIrtransfer - 

C^ellen 2-7 X -«ealu* ohne 

Experimenten 4 h lang in 
Humantransferrin geziichtet. 

Die .olgenden Zelllnlen warden von ^J™^* 

— aaa engegebenen "^~«TE£-»1~» 

„ , 1fl „. rcL 2 K562-Zellen: CCL 24 J, nep 
HeLa-Zellen. CCL 2 K 

HB 8065, TIB-73-Zellen. TIB ^ellen: 

roT , fi = R 293-Zellen: CRL 1573, 
Zellen: CRL 1658 293 ^g^eUea: CCL 171- 

CCL 17, WI-38-Zellen: CCL 75, MRC 

H9 -Zellen: wurden bezogen . — of Health 

Reference Reagent Program, U.S. Deparx 
and Human Services, Kaxalog-Nr. 87. 

~-r-v.» it-en indem eine 25 ml 
Prim are Lvmphozyten "J^"^^ 
Probe von Habelscbnur.lut in EDTA ^ 
Proberahrchen aufgenouunen wurde. A ^ l5 
a * m i Ficoll-hypaque (Pharmacra) unterlegt un 
4.5 ml Fxcoli nyp y Die brau nliche 

, „ to* ■? 500 Upra zentrirugier-u. 
lang bex 2.500 up plasmasch icht und der 

Schicht zwischen der oberen r 

. ncrWcht wurde entnommen (ca. lO mj.;. 
klarSD 1 To T^TlZe* .elgagaban. aia Probe 15 .In 
r nefl 200 Z Impart una aas Sellpellet In 
lang bei 1-200 up aufge nommen (die 

50 * ««- « s ;° 10 : r^A,. Ein 250 pi 

Zelldiohte betrug oa. 2 x 1 
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inkubiert, anschlieBend wurde rekombinantes IL-2 (BMB) 
beigegeben ( Konzentration: 20 Einhei ten/ml ) . Dann 
wurden die Zellen mit IMDM/20 % FCS, 2 Einhei ten/ml 
IL-2 1:3 geteilt. Aliquots der Zellen wurden in 
fliissigem Stickstoff in FCS plus 5 % DMSO tiefgefroren. 
Vor der Verwendung wurden die Zellen in IMDM plus 20 % 
FCS plus 2 Einheiten/ml IL-2 gezuchtet. 

Fur die sequent iellen Bindungsuntersuchungen wurden 
HeLa- Zellen bei 4° C in 1 ml DMEM, ergSnzt mit 2 % FCS, 
equilibriert. Die Konjugat-DNA-Komplexe wurden 
zugegeben wie bei den anderen Versuchen und die Pi at ten 
2 h lang bei 4°C inkubiert. Dann wurden die Platten 
ausgiebig mit eiskaltem DMEM/ 2 % FCS gewaschen, 
anschlieBend 2 ml dieses Mediums zugegeben. Daraufhin 
wurde Adenovirus dl312 bzw. Viruspuffer aufgegeben, die 
Zellen langsam auf wSrmen gelassen, bevor sie fiir 
weitere 24 h in den Brutschrank gegeben wurden. Nach 
dieser Inkubation wurden die Zellen geefntet und auf 
Luciferase-Genexpression untersucht. 

Luciferase-Assay 

Die Herstellung von Zellextrakten, die Standardisierung 
des Proteingehalts sowie die Bestimmung der 
Luciferaseaktivitat wurde durchgefiihrt, wie von Zenke 
et al., 1990, Cotten et al. # 1990, bzw. in der 
EP 388 758 beschrieben. 

Beispiel 1 

Bestimmung der Wirkung der Adenovirus -Behandlung auf 
den Gentransfer durch Transf errin-Polylysin-Kon jugate 
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* a ie Wirkung einer steigenden Virus-Dosis 
Zunachst wurde die Wirkung Konjugat-DNA- 

auf die FShigkei* emer "££T ersucht. Dazu 
Komplex, Gentransfer zu plasraids pRSV L 

. en fflr die Komplexbildung 6 ug aes r 
warden ^ d ^J^ f< ^. Poly i y ^n-Konjugat 
^ 12 pg Hu-antransfer _ Komplex plus 

(hTf P Ll90B) gemischt. Der Konjug 
ve rschiedene Mengen des Lden -~ 

(0.05 - 3.2 x 10 V P aieser » a lyse xst 

Het a-Zallan bel9 ^^' ^ MIf eraseaktiviiat ist in 

Li ch t e^exten Pro 50 w ^ Mengen von 

Nach diasar Analysa arg zuna nman das 

zeigen die standardabweichung. 
Beispiel 2 

Konjugat-DNA-Komplex-Dosiseffekt 

. thmische verdlinnungen von Kon jugat-DNA-Komplexen, 
Logarxthmxsche Ve ^den zu HeLa-Zellen 

b estinunt, wie in Beispiel 1 angegeben. Dxe g 
sind in Fig. 2 dargestellt. 

Beispiel 3 

„ * es durch Transferrin-Polylysin bewirkten 
Verstarkung des durch Tr Reze ptor- 
Gentransfers durch Adenovxren erfolgt u 
vermittelte Endozytose 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



83 

a) Wirkung der Adenovirus-Behandlung auf den Transfer 
von komplexierter DNA 

Fur die Transfektion wurden folgende Komponenten 
eingesetzt: 

6 yig pRSVL-DNA ohne Transf errin-Polylysin-Konjugat 
(DNA); 6 pg pRSVL-DNA plus 6 pg nicht-konjugiertes 
Polylysin270 (DNA + pL); 6 pg pRSVL-DNA plus 12 pg der 
in den vorigen Beispielen eingesetzten Transferrin- 
Polylysin-Kon jugate (DNA + hTfpL190B ) . Diese 
Transfektionsmaterialien wurden den HeLa-Zellen mit 
Oder ohne Adenovirus dl312 (dl312) ( 1 x 104 
Viruspartikel/Zelle) beigegeben. Die Herstellung der 
Zellextrakte, die Standardisierung nach Gesamtprotein 
und die Bestimmung der Lucif eraseaktivitSt erfolgte wie 
in den vorangegangenen Beispielen. Das Ergebnis der 
durchgefuhrten Versuche 1st in Fig. 3A dargestellt. 

b) Wirkung der Adenovirus-Behandlung auf den Transfer 
von Rezeptor-gebundener DNA 

Konjugat-DNA-Komplexe (DNA + hTfpL190B) Oder Polylysin- 
DNA-Komplexe (DNA + pL) wurden an HeLa-Zellen gebunden, 
ohne internalisiert zu werden, indem bei 4°C inkubiert 
wurde. Nicht-gebundener Komplex wurde vor der Beigabe 
von Adenovirus dl312 (1 x 104 Viruspartikel/Zelle) oder 
eines vergleichbaren Puf fervolumens entfernt. Die 
anschlieflende Inkubation wurde bei 37 °C durchgefiihrt, 
um die Internalisierung der gebundenen DNA-Komplexe und 
der Adenoviren zu ermbglichen. Die Bestimmung der 
Luciferaseaktivitat erfolgte wie angegeben (Fig. 3B). 

c) Wirkung der Adenovirus-Behandlung auf den 
Gentransfer durch Transf errin-Polylysin-Kon jugate 

Konjugat-DNA-Komplexe, enthaltend 6 pg pRSVL-DNA plus 
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. Polvlvsi n (DNA + hTf P Ll90B) wurden 
12 pg Transferrxn-Polylysxn ( Adenovirus . 

bei einer _ « 1 vergleichbar en Menge 

Partikeln (dl3l2)/Zeixe fc ± } 

aen HeLa-Zellen beigegeben Hi*-x 
duxch 30 min Inkubation bei 45 C vorg 



etal., 1990) 
Beispiel 4 



Zellinien 



„ nRcsvTi + 12 ug hTfpLl90B) 
Konjuget-m™^* 6 » ™ wi38 ^ 

„urden ZeXlen der zeXXxnien CFT1 
MRC5 mil: =der ohne Adenovirus dl312 <1 * 

Virusp^el/zeixe, "^f^^nlen wu.de wie 

* ^« -f«t die verschiedenen zeiim^ 
Gen transfers fur die v ^ Lucife rase- 

in den vorangegangenen Beispie 
Assay bestimmt (Fig. 4). 

Beispiel 5 

Tuciferase-Genexpression 

Transaktivierung 

Es wurfe zunachet eine LucXferase 
exprimierende ZeXXinie der Bezeichnung K562 10/6 
^eXX. ^ zex- 
•h-ransfiziert; wurden, aas em ^ 

^-^^ Plasmi d wu.de 
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und K562-Zellen mit diesen Komplexen transf iziert, 
wobei nach der von Cotten et al., 1990, beschriebenen 
Methode vorgegangen wurde. Da das pUCp-Locus-Plasmid 
ein Neomycin- Resistenzgen enthSlt, konnte aufgrund der 
Neomycin-Resistenz auf Luciferase exprimierende Klone 
selektioniert werden. Fur die weiteren Versuche wurde 
ein Klon der Bezeichnung K562 10/6 ausgewahlt. 

Aliquots der parentalen Zellinie K562 (in 200 pi 
RPMI 1640 plus 2 % FCS; 500.000 Zellen/Probe) wurden 
entweder mit 12 pg TfpL plus 6 pg pRSVL oder mit 
4 pg pL90 plus 6 pg pRSVL f jeweils in 500 pi HBS 
behandelt. Die angegebenen Mengen von Adenovirus dl312 
(Fig. 5) wurden 1.5 h lang bei 37 °C auf die Zellen 
einwirken gelassen, worauf 2 ml RPMI und 10 % FCS 
zugefugt wurden. Daraufhin wurde die Inkubation bei 
37 °C fur weitere 24 h fortgesetzt und anschlieBend die 
Zellen fur die Lucif erase-AktivitStsbestimmung 
vorbereitet. Es wurde gefunden, daB die Inkubation mit 
Adenovirus eine deutliche Zunahme in der Luciferase- 
Aktivitat bewirkt (Fig. 5A). Dies gilt sowohl fur die 
TfpL-Komplexe (200 Lichteinheiten gegenttber 
25.000 Lichteinheiten) als auch fur die pL90-Komplexe 
(0 gegeniiber 1.9 x 106 Lichteinheiten). Daraus ergibt 
sich, daB die K5 62- Zellinie die FHhigkeit aufweist, 
pRSVL/Polylysin-Komplexe zu internalisieren und daB 
diese Internalisierung, gemessen uber die Lucif erase- 
Expression, betrfichtlich durch die Gegenwart von 
Adenovirus gesteigert wird. 

Analoge Versuche wurden mit den das RSVL- Lucif erase-Gen 
konstitutiv exprimierenden K562 10/6-Zellen 
durchgefiihrt, wobei Shnliche Mengen von Adenovirus 
dl312 eingesetzt wurden. Aliquots von 500.000 Zellen 
(in 200 pi RPMI plus 2 % FCS) wurden mit den in Fig. 5B 
angegebenen Mengen von Adenovirus dl312 1.5 h lang bei 
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samnia »a Pi- 10 ~ bestlmmt . wi e 

inkubi a« und -•"^ uirkte sich die Behsndlung 
aus Fig- SB arsj.chtli.cn 1st. nac hwsisbar auf 

virusbehandelten Proben. 
Beispiel 6 

Polylysln-Kcn>ugat» ^ pl) Ge3enuort 

Galaktosepeptid-pL-Konj ug 

von Adenovirus 

Hsxstsllung das lactosyllertan Paptids 

„, „„l, das varzvsigtan Peptids Lys-(Ne- 

LyS ' tyS 1f;"«e s ^c-Mathcda untax vsrvandung ainas 
hargastallt «x«el. Fm a . synthe sizars, anthaltand 

Applisd Bicsystan* 431A Pept i yn einBr 
aina Bithiopyridingruppa ft^ CyB. . ^ 

>M « '- 85 mg LaCt ° Se " JLL; zu dar Ldsung 

„ K 37 °c behandelr. ^ u 
Natciumacetat pH 5 bel J/ ^ 

warden 4 Portionen 0.6 mg (10 umol) 

v *t"M in intervallen von ca. 10 h 
Natriumcyanoborhydrxd mint „ urden 0 .5 ml 

gegeben. Nach insg ^\ ^ threitol (DW ) zugegeben. 

rrr E r 2 o - rr r: 

Marcaptofoxm (1.73 V- - ^difiziarten 
^ 34 ^.-^'^r^lon 1, An^danyd, abar 
ST^SST-t Kinbydxln, diss — 
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mit der Annahme, daB alle 4 N-terminalen Aminogruppen 
lactosyliert sind. Das Tetra-Galaktosepeptid-Polylysin- 
Konjugat ist in Fig. 6 dargestellt. 

b) Herstellung von 3-Dithiopyridinepropionat- 
modifiziertem Polylysin 

Zu einer gel fil trier ten LGsung von 0.60 pmol Poly-L- 
Lysin mit einer durchschnittlichen KettenlSnge von 
290 Lysinmonomeren (pL290, Hydrobromid, Sigma) in 
1.2 ml 100 mM HEPES pH 7.9 wurden unter intensivem 
Mischen 400 pi einer 15 mM ethanolischen L6sung von 
SPDP (6.0 pmol) gegeben. 1 h spSter wurden 500 pi 

1 M Natriumacetat pH 5 zugegeben; nach Gelf iltration 
(Sephadex G-25) mit 100 mM Natriumacetat enthielt die 
L6sung 0.56 pmol pL290 mit 5.77 pmol Dithiopyridin- 
Linker. 

c) Konjugation des Peptids mit Polylysin 

Kon jugate wurden hergestellt, indem 1.5 pmol des in a) 
hergestellten lactosylierten Peptids in 3 ml 20 mM NaCl 
mit 0.146 pmol des aus b) erhaltenen modif izierten 
pL290 in 620 pi 100 mM Natriumacetatpuf f er unter 
Argonatmosph&re gemischt wurden. Nach Zugabe von 100 pi 

2 M HEPES pH 7.9 wurde die Reaktionsmischung 18 h lang 
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Durch 2ugabe von 
NaCl wurde die Salzkonzentration auf 0.66 M gebracht, 
und die Kon jugate wurden durch 

Kationenaustauschchromatographie (Pharmacia Mono S 
saule HR 5/5; Gradientenelution, Puffer A: 50 mM HEPES 
pH 7.3; Puffer B: Puffer A plus 3 M NaCl) isoliert. Die 
Produktfraktionen eluierten bei Salzkonzentrationen von 
ca. 1.2 M - 1.8 M und wurden in 2 Konjugatf raktionen 
gepoblt; die Konjugatf raktionen wurden mit (gal)4pLl 
und (gal)4pL2 bezeichnet. Dialyse gegen 25 mM HEPES 
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dH 7 3 ergab die Konjugatfraktionen (gal)4 P Ll, 

pH 7.3 ergao m ^ lfizie rtes pL290 und (gal)4pL2, 

enthaltend 24 nmol niodifxzierT » 

enthaltend 24.5 nmol modif izxertes P L290. 

d) Herstellung von Asialofetuin-Konjuga.en 

Aan nach demselben Prinzip 

Wu, 1988, beschrieben. 

^■iaiofetuin an Polylysin wurde durch 
Die Kopplung von Asialofetum Mn/1i£ika tion mit 

V -w Disulfidbrvicken nach Modif iKanon 
Verbindung uber Disu * fl (Pharmacia) 
dem bifunktionellen Reagens SPDP (P } 
v. *-ht* Eine LSsung von 100 mg (2.2 umol) 
durchgefuhrt. Exne L e ^ HEPES pH 7.9 wurde 

"**" ^ ITl^ Mischen beigagaban. K.ob 
(5 .0 ^1, unbar eine weitere 

! h bai "^.a, gere i„ igt: oaraus argaban 

Konju3ate ^aen bargastaU*. ^'J^P- pH 7.9 

staban gaiassan. Koniogaba 
„uroan aus oar Raaktionsmisohung durcb 
^onaaaua^auacbcbrcatograpbia (Pbar.acxa Mono 
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S-Saule HR 10/10; Gradientenelution, Puffer A: 
50 mM HEPES pH 7.9; Puffer B: Puffer A plus 3 M 
Natriumchlorid) isoliert und Natriumchlorid bis zu 
einer Endkonzentration von 0.6 M vor dem Beladen der 
SSule hinzugefugt. Die Produktf raktion eluierte bei 
einer Salzkonzentration von ca. 1.5 M. Dialyse gegen 
HBS ergab Konjugate, enthaltend 0.52 pmol Asialofetuin, 
modifiziert mit 0.24 pmol pL190. 

e) Transfektion von HepG2-Zellen mit pRSVL-DNA- 
Komplexen 

HepG2-Zellen wurden in DMEM-Medium plus 10 % FCS 
100 I.E. /ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 
2 mM Glutamin in T25-Flaschen gezuchtet. Die 
Trans fektionen wurden bei einer Dichte von 
400.000 Zellen/Flasche durchgeflihrt . Vor der 
Transfektion wurden die Zellen mit 4 ml frischem 
Medium/ enthaltend 10 % FCS, gewaschen. Unmittelbar vor 
der Transfektion wurde Chloroquin (Sigma) beigegeben, 
so daB die Endkonzentration in der Zellsuspension 
(plus DNA-L6sung) 100 pM betrug. 

10 pg pRSVL-DNA in 330 pi HBS wurden mit den in Fig -7 
angegebenen Mengen Tf pL190B-Konjugat ( Tf pL ) , 
Asialofetuin-pL90-Konjugat (AfpL), Polylysin290 (pL) 
oder Tetra-Galaktose-Peptid-Polylysin-Konjugat (gal)4pL 
in 170 pi HBS gemischt. In den Kompetitionsexperimenten 
wurden nach 30 min 240 pg Asialofetuin ((gal)4pL + Af) 
Oder 30 pg lactosyliertes Peptid ((gal)4pL + (gal)4) 
zugegeben. Die Mischung wurde zu den Zellen 
hinzugefiigt; die Zellen wurden 4 h lang bei 37 °C 
inkubiert, dann wurde das Transfektionsmedium durch 
4 ml frisches DMEM-Medium plus 10 % FCS ersetzt. Nach 
24 h wurden die Zellen fiir den Lucif erase-Assay 
geerntet. Die in Fig. 7 dargestellten Werte stellen die 
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^vitet der transfizierten Zellen 

dar . „ie slob ^^en, — < 8taliCh 

geringe "~ £ ^* von (gal )4 Oder M 

**. Werte wie MpL, Zug mezeptor u nd 

konkurrieren urn den Asialogly P 
erniedrioen. wie erwartet. die Werte. 

„ Transition von HepGZ-Zellen nit pC»VX-D>»- 
Koraplexen 

4n fi c, piatten bis zu einer 
-^-exlen «£- » ^ platte gesOcbtet. wl. in 
2e lldiobte von ^ 0 a ~° Trans£ektion „ aie Zellen 
e) angegeben. Vor der ir« 

Jt 1*1 friscbee Medium entbeXtend 2 * FCS. 
gewaschen. 

6 ua pCMVL-DNA in HBS wurden It den in Fig. 8 
6 pg pCMVi. TfpLl9 oB-Konjugat (TfpD, 

gemischt. Necb ju 50 x Ade novirus- 

1 ml DMEM, enthaltend 2 % FCS una V 
Stezunldsung dl312C. beigegeben. In 
Kompetitionsezperinenten wurden «e engegeben 

30 pg ^rr, ^^ 

(gs l )4 baw. , 9 el>4p^ ♦ - «- aie zellen „ 

rrr 9 , « »n ll «— - «*- 

2 h lang bei 37 c i» e das 

enrbaltend 10 * PCS tJJL DMEM-Medium 

Trans£ ektions»ediun durcb J - *rracb ^ ^ 

plu s 10 % FCS ersetrt. *«**» b 8 
aa n Luaiferase-Aesev geemtet. dre Wer 
stellen die Gesamtlucifereseektrvitat der 
freieiirierten Zellen der 

( aa l)4pL zeigt einen stsrkeren Effekt. Zug 
(gal,*! des . den xeialoglykoproteinrezeptor 
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konkurriert, reduziert die Werte auf den fttr Polylysin 
erhaltenen Wert. 

g) Transfektion von TIB73-Zellen mit pCMVL-DNA- 
Komplexen 

Zellen. der embryonischen Maus-Leberzellinie ATCC TIB73 
(BNL CL.2; Patek et al., 1978) wurden bei 37°C in 5 % 
C02-Atmosphare in "high glucose" DMEM (0.4 % Glucose), 
ergSnzt mit 10 % hitzeihaktiviertem FCS, enthaltend 
100 I.E. /ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 
2 mM Glutamin, in 6 cm Platten gezlichtet. 

Die Transfektionen wurden bei einer Zelldichte von 
300.000 Zellen/Platte durchgefiihrt. Vor der 
Transfektion wurden die Zellen mit 1 ml frischem Medium 
plus 2 % FCS gewaschen. 

6 \xg pCMVL-DNA in 300 pi HBS wurden mit den angegebenen 
Mengen Maustransferrin-Polylysin290-Konjugat (mTfpL), 
Asialofetuin-pL-Konjugaten ( AFpL ) , Polylysin290 
(pLys290) / (gal)4pLl oder (gal)4pL2 in 170 \xl HBS 
gemischt. Nach 30 min wurde jedera DNA-Konjugat-Komplex 
1 ml DMEM, enthaltend 2 % FCS und 50 pi Adenovirus- 
Stammlosung dl312C beigegeben. Die Mischung wurde zu 
den Zellen gegeben, die Zellen wurden bei 37 °C 2 h 
inkubiert, dann wurden 1.5 ml Medium, enthaltend 
10 % FCS, beigegeben. 2 h spSter wurde das 
Transfektionsmedium mit 4 ml frischem Medium ersetzt. 
Nach 24 h wurden die Zellen fur den Lucif erase- Assay 
geerntet; die in Fig. 9A gezeigten Werte stellen die 
GesamtluciferaseaktivitSt der transf izierten Zellen 
dar. 

Zum Vergleich wurde eine Transfektion ohne Adenovirus 
in Gegenwart von Chloroquin vorgenommen: Die 
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300.000 **~^JZ2ZZ> ~ «— 
Txansfektion wurden dxe hen . um i«eXbar »or 

Mediun. -** t -*^ ^quln (Sigma. baigefOgt, so 
aer Transfaktion «urda ChXor a ion 

(plus DNA-tosung) 100 pM Mengen mTfpI ,. 

330 pX HES ™roan dan «« Ll,4pL2 in 170 pi HBS 

^ pLys29 0 ^toTr^l- *a dan 
gemischr. Nach 30 »^ - 37 . c 2 h la ng 

Z aXlan gegaban. extend 
itOcubiert, dann wurdan 1.5 « 2 „ spSte r 

10 % FCS und 100 p« £rischeS 

«~ das ™*^°^ZZ Z« zelien «r aia 
Medium ersetzt. Nacn ^ ^ Luciferas e- 

Luciferasebestinimung geerntet. darge stellt. 
^ivi^ erhaltenen Werte sxnd xn Fxg. 

Beispiel 7 

import von DNA in T-Zellen 

^riCD7-P0lvlysinl90-Konjugaten 
a) Herstellung von AntxCD7 Poxy y 

n * ma antiCD7-Antik6rper (Immunotech) 

in 50 mM HEPES P H 7,9 ward acLa) versetzt. 

ethanolischer L6sung von SPDP C Gelsau le 
Nach x h - 

Sepbade* G-25 ftlt«*t modifizie rt 
pH 7,9) wobex 1,19 mg natrest en, erhalten 

mlSea . »W«a«f^ ^aifiziert und durch 
tnodifizierte Form gebracht. 
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Eine Losung von 11 nmol Polylysinl90, modifiziert mit 
35 nmoi Mercaptogruppen, in 0,2 ml 30 mM 
Natriumacetatpuffer wurde unter Sauerstof fausschluB mit 
modifiziertem antiCD7 (in 0.5 ml 300mM HEPES pH 7.9) 
gemischt und iiber Nacht bei Raumtemperatur stehen 
gelassen. Das Reaktionsgemisch wurde durch Zugabe von 
5 m NaCl auf einen Gehalt von ungefShr 0.6 M gebracht. 
Die Isolierung der Konjugate erfolgte durch 
Ionenaustauschchromatographie (Mono S, Pharmacia, 
50 mM HEPES pH 7.3, Salzgradient 0.6 M bis 3 M NaCl); 
nach Dialyse gegen 10 mM HEPES pH 7.3 wurden 
entsprechende Konjugate, bestehend aus 0.51 mg 
(3.2 nmol) antiCD7-Antikorper, modifiziert mit 

6.2 nmol Polylysinl90, erhalten. 

b) Herstellung von gp!20-Polylysin 190-Konjugaten 

Die Kopplung erfolgte analog literaturbekannten 
Methoden durch Thioether-Verknupfung nach Modif izierung 
mit 6-Maleimidocapronsaure-N-hydroxysuccinimidester 
(EMCS, Sigma) (Fujiwara et al., 1981). 

Thioether-verknupfte gp!20-Polylysin 190-Konjugate: 

Eine Losung von 2 mg rekombinantem gpl20 in 0.45 ml 
100 mM HEPES pH 7.9 wurde mit 17 |il einer 10 mM Losung 
von EMCS in Dimethyl formamid versetzt. Nach 1 h bei 
Raumtemperatur wurde ttber eine Gelsaule Sephadex G-25 
filtriert (Eluens 100 mM HEPES-Puffer 7.9). Die 
ProduktlBsung (1.2 ml) wurde sogleich unter 
Sauerstof fausschluB umgesetzt mit einer LSsung von 

9.3 nmol Polylysin 190, f luoreszenzmarkiert und 
modifiziert mit 30 nmol Mercaptogruppen (in 90 ^il 
30 mM Natriumacetat pH 5.0), und tiber Nacht bei 
Raumtemperatur stehen gelassen. Das Reaktionsgemisch 
wurde durch Zugabe von 5 M NaCl auf einen Gehalt von 
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rra^rrrialba. Es isb beaerKenswerb. dad in 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



95 

den durchgefiihrten Versuchen nur das gpl20-Konjugat in 
der Lage war, DNA in primSre Lymphozyten einzubringen, 
und dies nur in Gegenwart des defekten Adenovirus 
(Fig.. 10B, Spalten 7 und 8). 

Beispiel 8 

Inaktivierung von Adenoviren 
a) UV- Inaktivierung 

Eine Adenovirus dl312-PrSparation, hergestellt und 
gelagert, wie in der Einleitung zu den Beispielen 
beschrieben, wurde in die 2 cm Vertiefungen einer 
Zellkulturplatte (300 pl/Vertiefung) auf Eis in .8 cm 
Abstand von zwei UV-Lampen (Philips TUV15 (G15 T8)- 
Lampen) gegeben. Das Virus wurde der UV-Bestrahlung fiir 
die Dauer der in Fig.llA angegebenen Zeiten ausgesetzt 
und Aliquots jeder Preparation auf ihren Virustiter 
sowie auf ihre FShigkeit untersucht, ob und in welchem 
Umfang sie in der Lage sind, den Gentransfer mit 
Polylysin-Transferrin-Konjugaten in HeLa-Zellen zu 
verstarken. 

Die Zuchtung der Zellen und die Transfektion wurde im 
wesentlichen vorgenommen r wie oben unter "Zellen und 
Medien" angegeben; die fur die Transfektion verwendeten 
Komponenten sind aus Fig. 11A ersichtlich. Die Komplexe 
aus pCr4VL-DNA und 12 \ig TfpL wurden in 
500 ]xl HBS hergestellt und 3 x 105 HeLa-Zellen (in 
1 ml DMEM plus 2 % FCS) beigegeben. Ca. 5 min spater 
wurden 54 pi jeder Viruspraparation jeder Kultur 
zugegeben und die Kultur bei 37 °C eineinhalb bis zwei 
Stunden inkubiert. Daraufhin wurde ein 5 ml Aliquot 
DMEM plus 10 % FCS jeder Kultur beigegeben, die 
Inkubation bei 37 °C 24 h lang fortgesetzt und die 
Kulturen geerntet und auf Luciferase-Aktivitat 
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ca „i von nichtbestrahltem 

^uslga. «. £ " B alrgestellt 

Lu ciferazee*preaaion sind an Fig. 

(geachlosaene viaracke). 

hergestallt. Paraiie Vertie£ung) - 
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4 zehnerpotenzen a» ferase -Gentransfers 
eine 20fache Reduktion des ^" fe " die 
bewirkt. D3.es zexgt, dafi zerst 6rt 

. fl^s Virus maBgeblich sxna r 
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Verstarkung des Gentransfers durch das Virus 
geringfiigig abnahm (Fig. HA Spalten 3-6) und daB 
dieser Effekt bei den hohen Dosen (Spalten 7-10) 
deutlicher auftrat. 

b) Inaktivierung von Adenoviren mit Formaldehyd 

2 ml Adenovirus-Praparation wurden uber eine 10 ml G25- 
SSule (Pharmacia PD 10 G, 25 M), vorequilibriert mit 
150 mM NaCl, 25 mM HEPES pH 7.9, 10 % Glyzerin, 
geschickt und in einem Volumen von 2.5 ml aufgefangen. 
Aliquots der gelfiltrierten VirusprSparation wurden 
ohne (0), mit 0.01 %, 0.1 % oder 1 % Formaldehyd 20 h 
auf Eis inkubiert. Darauf wurde Tris pH 7.4 auf eine 
Konzentration von 100 mM zugegeben, dann wurden die 
Proben zuerst 2 h lang gegen 1 1 150 mM NaCl, 50 mM 
Tris pH 7.4 und 50 % Glyzerin und anschlieBend liber 
Nacht gegen 2 x 1 1 150 mM NaCl, 20 mM HEPES pH 7.9 und 
50 % Glyzerin dialysiert. 

Aliquots des Virus wurden daraufhin auf 293-Zellen auf 
ihren Titer untersucht (CPE-Endpunkt-Assay oder Plaque- 
Assay, Precious und Russel, 1985). Dann wurde die 
Wirkung der Formaldehyd- behandel ten Viren auf deri 
Gentransfer in HeLa-Zellen (300.000) wie in den 
vorangegangenen Beispielen bestimmt, indem die 
Luciferase-Aktivitat gemessen wurde. 90 ]il der 
Viruspraparation bewirkten einen DNA-Transfer, der mehr 
als 108 Lichteinheiten entsprach. Behandlung des Virus 
mit 0.01 % Oder mit 0.1 % Formaldehyd resultierten in 
einer geringfiigigen Abnahme der Gentransfer-Aktivitat 
(ca. lOfache Abnahme bei 0.1 %). Obwohl die Behandlung 
mit 1 % Formaldehyd einen auffailigen Verlust der 
Gentransfer-Aktivitat bewirkt, konnten 90 ul des Virus 
noch immer eine Genexpression entsprechend 104 
Lichteinheiten hervorrufen. 
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Beispiel 9 

KiTM-^TS-Zellen mit Moloney-Virus 
Transfektion von NIH3T3 ^exj-ei 

X„ diesen, una in den folgenden Beispielen die die 
vLstarkuna der mtemalisierung von Transfers- 
Verstarxung uei - RP troviren zeigen, 

Polvlvsin-DNA-Komplexen mxttels Hetrovx 

wurden, sofern nicbt anders angegeben, dxe g 
Materialien und Methoden verwendet: 
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Transferrin-Polylysinl90-Konjugate und Konjugat-DNA- 

Komplexe wurden analog den vorangegangenen Beispielen 

hergestellt, mit dem Unterschied, daB die 

Komplexbildungsreaktion in einem Volumen von 

500 \il mM NaCI, 20 mM HEPES, pH 7.4, durchgefuhrt 

wurde. 

NIH3T3-Zellen wurden in DMEM-Medium mit einem Zusatz 
von 10 % FCS, 100 I.E. /ml Penicillin, 100 pg/ml 
Streptomycin und 2 mM Glutamin gezuchtet. Fur die 
Trans fektionen wurden 5 - 7 x 105 Zellen pro 
T25-Flasche 18 bis 24 h vor der Transfektion 
ausplattiert. Unmittelbar vor der Transfektion wurden 
die Zellen in frisches Medium gegeben und die 
verschiedenen far die Transfektion verwendeten 
Komponenten in der folgenden Reihenfolge zugegeben: 
Chloroquin (100 >iM, wo angegeben), Polylysin- 
Transferrin-DNA-Komplex, Retrovirus -Pr Spar at. Die 
Zellen wurden daraufhin 4 h lang bei 37 °C inkubiert, 
dann wurden das Medium gewechselt und die Zellen 
24 h spSter geerntet. Extrakte wurden hergestellt, 
indem drei Gefrier/Auf tauzyklen angewendet wurden; 
Aliquots des Extraktes, standardisiert auf . 
Proteingehalt, wurden auf Lucif erase- Aktivi tat 
untersucht, wie fiir die vorangegangenen Beispiele 
angegeben. 

Unter den angegebenen Bedingungen wurden Transfektionen 
von 106 N1H3T3-Zellen mit TfpL-DNA-Komplexen in 
Gegenwart von 100 pM Chloroquin Oder ohne Chloroquin 
durchgefuhrt, wie in Fig. 13 angegeben. Es wurde 
festgestellt, daB ohne Chloroquin die Werte fiir die 
Luciferase-Aktivitat nur Background-Niveau erreichten 
(Spalte 1), wShrend in Gegenwart von Chloroquin eine 
hohe Expression des pRSVL-Reportergens gemessen werden 
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,o steigende Mengen des Moloney- 
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Razrovirus-Praparazs (Spuren 7 und 8). 
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Parallel dazu wurden Versuche mit humanen K562-Zellen 
durchgefUhrt, die keinen Rezeptor fur das ecotrope 
Mause-Retirovirus aufweisen. Wie erwartet, wurde keine 
Verstarkung der Genexpression erzielt. 

Beispiel 11 

Beim Gentransfereffekt von Moloneyvirus spielen 
Wechselwirkungen zwischen Transferrin und seinem 
Rezeptor eine Rolle 

Urn die Moglichkeit auszuschlieBen, daB der Transfer von 
TfpL/pRSVL-Komplexen in die Zellen auf unspezif ische 
Bindung von Polylysin an das Retrovirus zuriickzufuhren 
ist, und urn den Eintrittsmechanismus weiter 
aufzuklaren, wurde das Retrovirus auf seine Fahigkeit 
untersucht, Plasmid-DNA in die.Zelle zu befSrdern, die 
nur mit Polylysin komplexiert ist. Die verwendete 
Polylysinmenge entspricht dem friiher ermittelten 
Optimum, das vollstandige Kondensation der Plasmid-DNA 
bewirkt und ist ahnlich der Polylysinmenge, die mit dem 
Polylysin-Transferrin-Konjugat zur Anwendung kommt 
(Wagner et al., 1991a). Die Versuche, deren Ergebnis in 
Fig. 15 dargestellt ist, ergaben, daB das Reportergen 
bei Fehlen von Chloroquin weder in Form von TfpL-pRSVL- 
Komplexen noch in Form von pL-pRSVL-Komplexen 
exprimiert wird (Spalten 1 und 2). In Gegenwart des 
Retrovirus hingegen wurde die als TfpL-Komplex 
applizierte Reporter-DNA exprimiert, nicht jedoch in 
Form des pL-DNA-Komplexes (vgl. die Spalten 3 und 4 mit 
den Spalten 5 und 6). Weiters ergaben die 
durchgefuhrten Versuche, daB die Gegenwart von 
iiberschussigem freiem Transferrin eine Abnahme des 
durch das Retrovirus erleichterten DNA-Imports bewirkte 
(Spalten 7 und 8). Auch diese Ergebnisse stUtzen die 
Vorstellung, daB Wechselwirkungen zwischen Transferrin 
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*- -Far die Verstaxkung der DNA- 
und seine* Rezeptor fur ^ wird , eine 
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Beispiel 12 
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hoheren Ammoniumchlorid-Konzentrationen festgestellt 
wurde (Spalten 1-5). Das Retrovirus allein zeigt die 
schon in den vorangegangenen Beispielen beobachtete 
leichte Verstfirkung des DNA-Transports (Spur 6). Eine 
starke Zunahme wurde beobachtet, wenn das Retrovirus in 
Gegenwart von 1 pM Monensin angewendet wurde (Spur 7). 
Ein weniger starker Effekt wurde bei einer h6heren 
Monensin-Konzentration (Spur 8) sowie in Gegenwart von 
Ammoniumchlorid beobachtet (Spuren 9 und 10). 

Beispiel 13 

Verstarkung des durch Transf errin-Kon jugate erzielten 
Gentransfers durch das N-terminale endosomolytische 
Peptid des Inf luenza-HMmagglutinins HA2 

a) Synthese des Peptids 

Das Peptid der Sequenz (SEQ ID N0:1) Gly-Leu-Phe-Glu- 
Ala-Ile-Ala-Gly-Phe-Ile-Glu-Asn-Gly-Trp-Glu-Gly-Met- 
Ile-Asp-Gly-Gly-Gly-Cys wurde mit Hilfe der 
Fmoc ( Fluorenylmethoxycarbony 1 ) -Methode ( Atherton 
et al., 1979) synthetisiert, wobei ein Applied 
Biosystems 431 A Peptidsythesizer verwendet wurde. Die 
Seitenketten-Schutzgruppen waren t-Butyl fur Cys, Glu 
und Asp und Trityl fiir Asn. Nach der Kopplungsreaktion 
wurde ein Ninhydrintest durchgef iihrt , der einen 
Kopplungsgrad von > 98 % fiir jeden Schritt zeigte. 
Beginnend mit A-19 wurden Zweif achkopplungen 
durchgef uhrt. Die N-terminale Fmoc-Gruppe wurde mit 
20 % Piperidin in NMP (N-Methylpyrrolidon) von einem 
Teil des Peptidharzes entfernt. Daraufhin wurden die 
Fmoc-geschiitzten und die ungeschutzten Fraktionen mit 
DCM (Dichlormethan) gewaschen und unter Hochvakuum 
getrocknet. Die Ausbeuten betrugen 293.6 mg Fmoc-freies 
Peptidharz bzw. 366.5 mg Fmoc-geschutztem Peptidharz. 
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Thioanisol/Ethanedithiol/ 

Trifluoressigs£ure/Trif luoromethansulf onsaure 
(2/1/40/3; Trif luoromethansulf onsSure wurde in dem 
angegebenen VerhSltnis nach den anderen Komponenten 
beigegeben) 30 min lang bei Raumtemperatur behandelt. 
Das Peptid wurde durch XtherfSllung und anschlieBende 
Gelfiltration (Sephadex G-25) mit dem oben angegebenen 
Puffer A unter ArgonatmosphSre isoliert. 

b) Kopplung des Inf luenzapeptids mit Polylysin 

bl) Direkte Bindung iiber SPDP 

( Succinimidylpyridyldithiopropionat ) 

19.8 mg Polylysin(pL)300-Hydrobromid (Sigma) wurden auf 
einer Sephadex G-25-Saule (Pharmacia PD-10) in 
Natriumacetat pH 5 gelf iltriert, urn die 
niedermolekularen Fraktionen zu entfernen. Aufgrund des 
Ninhydrintests betrug die pL-Konzentration nach der 
Gelfiltration 3.16 mg/ml. Der pH-Wert der L6sung wurde 
mit 1 M NaOH auf 7-8 eingestellt. Zu 2.5 ml der 
pL-L6sung (7.9 mg pL = 0.13 jjmol) wurden 0.64 pmol SPDP 
(Pharmacia: 40 mM Losung in absolutem EtOH) gegeben. 
Dies entspricht einem molaren Verhaitnis von SPDPrpL 
von 5:1. Die Mischung wurde Qber Nacht reagieren 
gelassen und in 20 mM NH4HCO3 pH 8.2 auf einer 
G25-S£ule gelf iltriert. Nach Reduktion eines Aliguots 
des Filtrats mit DTT ( Dithiothreitol ) zeigte die 
Messung von Thiopyridon, daB die Reaktion vollstSndig 
abgelaufen war. 0.3 pmol pL-SPDP (bezogen auf pmol 
SPDP) in 2.212 ml wurden mit 0.35 pmol Peptid in der 
Thiolform reagieren gelassen. Ein weiBer Niederschlag, 
der beim Mischen von Peptid und pL erschien, wurde 
gelttst, indem die LGsung auf 2 M Guanidinhydrochlorid 
eingestellt wurde, wobei die Reaktion tiber Nacht 
stattfand. Photometrische Messung von Thiopyridon in 
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ae r HaaKtionaaischang ^ ^ de die 

Mischang 2 * gagan 2 * erhalten. LBaung 

"» U1 ** Cd 7 4 s s Xto.7 x 6 Pharmacia, 

"* ^ TJITS I 100 * A. 20-140 - 
aufgetragen (Gradient, u _ 

n inn ft B A* 20 mM HEPES pH 7.3/0.5 M 

0-100 % B. A. 20 pH ?3/3 M 

Guanidinhydrochlorxd, B. 20 ^ ^ ^ 

Ouanid^ydrochlorid 0 3 »1 ^ ^ 

and Fluoreszenznachwexs bei 354 nm 

280 nm). Die Produktfraktion, die mit 1 . 5^ 

Guanidinhvdrochlorid eluierte, wurde gegen 2 

^sie! Oie ~U eine 

Konzentration von ca. 1.14 mg/ Absorption 

bei 280 nm berechnet? dies erg 
von Peptid:pL von 4:1. 

M) Bindung Obar ainan Po ly a t h y langlyKol-LinKar 

,„ a - „L 300 Hydrobromid (Sigma) »urdan gelfiltriart. 

**rr jssr* 

rr- ^SlHu 2, .1 P^sang <13-3 ag * - 
0 2 2 pmoX, -dan 4.33 p«l SPBP 

30 - »aang in — ^« J^'sP P^ von 

- -=i^— « - - 

. r « Mule in 0.1 M Nacriumacetat/3 M 
Sephadax G-25-Saula in 0 Re duktion eines 

Guanidinhydroohlorid Bestimmung von 

^ ^d^fra^ion aaigte. oas 
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zur LSsung reduziert. Nach 2 h Reduktion wurde die 
Losung erneut auf G25 unter den angegebenen Bedingungen 
filtriert. Die Thiolbestimmung mittels Ellmann-Test 
zeigte eine Thiolkonzentration von 3.15 pmol in 
2.224 ml. 

17.62 mg = 5 pmol POE ( Polyoxyethylen-bis( 6- 
aminohexyl ) , Sigma) wurden in 500 pi 20 mM NaHC03/3 M 
Guanidinhydrochlorid pH 7-8 gelost und mit 13.8 mg EMCS 
( e-Maleimidocaprons&ure-N-hydroxysuccinimidester ) 
(Sigma) (= 44.7 pmol), geldst in 300 pi DMF 
(Dimethylformamid), reagieren gelassen. Nach 30 min 
wurde die LSsung auf G25 gelfiltriert (20 mM NaHC03/3 M 
Guanidinhydrochlorid). Die photometrische Bestimmung 
der Maleimido-Gruppe bei 300 nra zeigte eine 
Konzentration von 6.36 pmol reagiertem EMCS in 
2 ml L6sung. 

Zu 1.049 ml dieser L6sung ( entsprechend 3.34 pmol EMCS) 
wurden 1.39 pmol des Peptids in Thiolform (in 2.5 ml 
20 mM NaHC03/3 M Guanidinhydrochlorid ) tropf enweise bei 
intensiver Durchmischung mittels Vortex in einem 
Argons trom beigegeben. Nach 15 min waren mit dem 
Ellmann-Test keine freien Thiolgruppen mehr 
nachweisbar. 

Die Losung des reduzierten SPDP-modif izierten pL wurde 
durch Zusatz von 1 M NaOH auf einen pH-Wert von 7-8 
gebracht. 1.373 ml dieser Losung wurden bei intensiver 
Durchmischung mittels Vortex der obigen 
Reaktionsmischung beigegeben. Dies ergab ein molares 
Verhaltnis von Peptid-SH:POE-EMCS:pL-SH von 1:2.4:1.4 
(bezogen auf EMCS bzw. SH). Nach 2.5 h Reaktion waren 
mit dem Ellmann-Test keine freien Thiolgruppen mehr 
nachweisbar. Das Material wurde Uber Nacht gegen 2 1 
20 mM HEPES pH 7.3/0.6 M NaCl dialysiert und 
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frmcii&ntz 0-20 mm 22 * a, 

(Gradient, u FluS rat:e 
20 mM HEPES P H 7.3, B. A und die 

0.3 ml/min. Die Messung ^ b e _ ^ 
Fluoreszenzmessung >ei 354 ^ ^ 

Product, das mil: 1.5 . onzentrati on 

Lt= srs- - «• r — 

».« ^ - — — — - 

von 4.5 ml. 

c) Liposomenpraparation 

Htrt- der BEV-Hethode <" reverse-phase 

„» r aen Liposoeen hergestellt ^ ™* f ^ jo ^ os . 

Papahadiopoulos. 1978; 

1983,! "r^r^el-e^e von 
calcein 150 «M NaCl, organ hau ptsachlich 

300 paol L-a-lerithin Cans Polar lipias, 

Palmi.oyloleoylphosphatrayloholxn Ave 

in 260 pi Chloroform warden enter Vervend g 
Rot a t lonsveraa»pfers 

aaschliesend i. Hochvahuu» getr^et en 

„ ie dar in 3 ^^TS^^ -«*~ 
Phase wurde grendlrch * * sonioator 

gemischt: und 5 min lang ber 0 C in ern 
(Badryp) ultraschallhehandelr. Nach 30 em aef 
^ae das Material nochmals 10 min lang 
ultt asehallbehanael t . «. Lprer 
pulsion wurae langsam aef ernem R °""° 
eiageaa^f*. Haoh Entfemung aes ««*^« ~ 
„0 ahar weraen 0.75 el aer eass-gen^hase 

^^r-g hel 50 ^ar wShrend 30 oln 
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entfernt. Die erhaltene Emulsion (1.7 ml) wurde bei 
500 Upm zentrifugiert und anschlieBend durch eine 
Nucleopore Polykarbonatmembran (0.1 pm) extrudiert, was 
ein Endvolumen von 0.7 ml LiposomenlGsung ergab. Die 
Liposomen wurden vom nicht-inkorporierten Material 
durch Gelfiltration (Sephadex G-50 medium, Pharmacia; 
23 ml Gel-Volumen, 10 mM HEPES pH 7.3/150 mM NaCl) 
getrennt. Es wurden sechs Fraktionen von 500 pi 
gesammelt. Lipidphosphor wurde nach der Methode von 
Bartlett, 1959 , mit 2 mM bestimmt. 

d ) Liposomen Leakage Assay 

Die Freisetzung des Liposomeninhalts ( "Leakage" ). wurde 
anhand des Austritts des eingeschlossenen Calceins .und 
der daraus resultierenden Verdtinnung, die eine 
Aufhebung der Selbstauslttschung der Fluoreszenz bewirkt 
(Bondeson et al., 1984), gemessen. Die 
Calceinfluoreszenz wurde mit einem Kontron SMF 25 
Spektralfluorimeter (Anregung bei 490 nm, Emission bei 
515 nm) gemessen. Zu diesem Zweck wurden 
100 pl-Aliquots der obigen Liposomenl5sung lOOfach mit 
0.1 M Natriumacetat oder 10 mM HEPES/150 mM NaCl Puffer 
mit dem entsprechenden pH-Wert (4.3, 4.5, 5.0, 6.0, 
7.3) verdunnt, urn ein Volumen von 1 ml zu erhalten. Zu 
diesen LSsungen wurden 2.5 pg des Peptids (t-Butyl- 
geschutzte Form; 1 pg/pl L6sung in HBS) in KUvetten 
unter Mischen mit einem sanften Argonstrom 
( Endkonzentration 400 nM Peptid) gegeben. Die 
Calceinfluoreszenz wurde zu verschiedenen Zeitpunkten 
nach Beigabe des Peptids gemessen. Die Werte fttr 
100 % Leakage wurden durch Zugabe von 2 pi Triton X-100 
(Fluka) bestimmt. 

Dieselbe Vorgangsweise wurde angewendet, urn die 
Calceinfluoreszenz nach Beigabe von Peptid-pL- 
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mB nifi«;una zu messen. 2.5 pg des 
Konjugaren zur W"^^ „ e20gen au£ die 
Konjugats ( Lipo s OT em e sun 9 beigegeben 

P L-Menge allem) wurden X ml J 

Es wurde geiunde, daB das ^-J^T^ 
ai e Freisetzung des Uposoeeninhalts b 

pH-Wert aktiv. wobei auch bei neutral p 
stance AktivirSt gefunden wurde. dze bez Senken 

pH-Werte nccb ^ DNA eliminiert a die 

Die Koeplexzerung des uShren d bei sauram 

HrtivitSt bei neutralem pH-werc, woi 

„ _•,<,.►,«, Mttivitat vorhanden war. 
pH-Wert eine deutliche wctivi^oi. 

e) Transfekrion von K562-Zellen 

, <„ Sueoension in RPMI 1640-Medium 
K562-zellen warden ^^ -rtamt/1) plus 10 * FCS. 
(Gi b=o ML Plus 2 g Natrzumb strepton ; yc i„ und 

X00 r 7 !*^ oi^von 500.000 .aliens 

Lllan in rriscbes Kediue gagaben. das 50 uM 

pesferriosamin entbielx (diese MaBnah»e wurde 

oe^fen u» eine Erbdbung der Transferrinrezeptor- 

getrotten, um Transfektion wurden 

zahl zu erreichen). Am Morgen der Transfer 

zam zu ^ ^Tischem Medium, enthaltend 

die Zellen gesammelt, in frischem «e , 

10 % FCS plus 50 uM Desferrioxamin suspendxert 

(250.000 Zellen/ml) und J. 2 ,1 in eine Schale *it 

24 Vertiefungen gegeben. 

« pg pCHVX-DNA in 160 pi HBS wurden «« 18 

T ~ ' "wuT^ebeeen 
160 ul HBS genu-scht, nacn a=> 
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Mengen Influenzapeptid-pL-Konjugat ( "P16pL" ) zugegeben, 
nach weiteren 15 min wurde die Mischung den K562-Zellen 
beigegeben. Die Zellen wurden bei 37 °C 24 h lang 
inkubiert und dann far den Luciferase-Assay geemtet. 
Die Luciferaseaktivitat wurde bestimmt, wie in den 
vorangegangenen Beispielen angegeben. Die in Fig. 18 
angegebenen Werte stellen die Gesamtlucif eraseaktivitat 
der transfizierten Zellen dar. 

f ) Transfektion von HeLa-Zellen 

HeLa- Zellen wurden in 6 cm Kulturschalen geziichtet, wie 
unter "Zellen und Medien" angegeben. Die Trans fektionen 
wurden bei einer Dichte von 300.000 Zellen/Platte 
durchgefiihrt. Vor der Transfektion wurden die Zellen 
mit 1 ml frischem Medium, enthaltend 2 % FCS, 
inkubiert . 

6 pg pCMVL-DNA in 160 pi HBS wurden mit den in Fig. 19 
angegebenen Mengen TfpL-Konjugat oder mit pL300 oder 
einer Mischung von beiden in 160 pi HBS gemischt. Nach 
15 min wurden die angegebenen Mengen Inf luenzapeptid- 
pL-Kon jugate ("P16pL") zugegeben und nach weiteren 
15 min die Mischung den Zellen beigegeben. Die Zellen 
wurden 2 h lang bei 37 °C inkubiert, dann wurden 2.5 ml 
frisches Medium mit einem Zusatz von 10 % FCS 
zugegeben. Die Zellen wurden bei 37 °C 24 h lang 
inkubiert und dann fur den Luciferase-Assay geerntet. 
Die Luciferaseaktivitat wurde bestimmt, wie in den 
vorangegangenen Beispielen angegeben. Die in Fig. 19 
angegebenen Werte stellen die Gesamtluciferaseaktivitat 
der transfizierten Zellen dar. 

Beispiel 14 

Verst&rkung des durch Trans f err in- Kon jugate bewirkten 
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, .«* Hilfe eines weiteren N-terminalen 
Gentransfers mxt H ^ Hamagglutin in-HA2- Pepcids 

endosomolytischen Influenza 



= «*z (SEQ ID NO: 2) Gly-Leu-Phe-Gly- 
D as Pepcid der Sequenz < ~ ^^^ly-Hrt- 

He-Asp-Gly-Gly-Gly-Cys der ^ ^ a) 

analoger Weise des Pe p t ids an 

erhalten. 

xxot« zellen mit inf luenzapeptid- 
b) Transfektion von HeLa Zellen m 

Konjugaten 

-in 6 cm Schalen 

Transfektion wurden dxe Zeli ' pCMVL-DNA in 

„0 ,1 HBS (150 BM NeCl . 20 ^ ^ ^ ^ 

, w aes Konjugats TfpLWOB ^ W 

M 10 » f ^f^uenzapep^- 

oder. *um Vergleich, 18 W> in Iuge £ttgt 

Polylysiniconjugat P16pL (siehe Beimel 13) ^ 

(Fig . »„ ale -^^e-r^en. aaB 
Mischung aen zellen be.gegeben. ^ 

Peptidkonjugaten zeigt exne mehr als 3,5 
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Verstarkung des Gentransfers durch das Peptidkonjugat 
P41pL. 

c) Trans fekt ion von BNL CL.2 Zellen mit 
Influenzapeptidkonjugaten 

BNL CL.2 Zellen wurden geziichtet, wie in Beispiel 6 
beschrieben. Das Inf luenzapeptid P41 wurde mit 
Polylysin300 bei molaren Verhaltnissen Peptid:Polylysin 
von 1:1, 3:1 und 8:1 konjugiert. Komplexe aus 6 jig 
pCMVL-DNA und 20 \ig der Kon jugate wurden den Zellen 
beigegeben. Zum Vergleich wurden 20 \ig pL300 oder 20 fig 
PI 6-Polylysin-Kon jugate, hergestellt wie in Besipiel 13 
beschrieben, verwendet. Die Zellen wurden bei 37 °C 4 h 
lang inkubiert, dann wurden 2 ml Medium, enthaltend 18 
% FCS, zugegeben. Nach 24 h wurden die Zellen far den 
Luciferasetest, dessen Ergebnisse in Fig. 20B 
dargestellt sind, geerntet. Im Liposomen Leakage Assay 
(Fig. 20C), der wie in Beispiel 13 durchgefiihrt wurde, 
stieg die Aktivitfit der Kon jugate ( entsprechend 2,5 fig 
Polylysin, pH Wert 5), mit ihrem Gehalt an Peptid (in 
der Fig. ist P41 als ,, influ2" bezeichnet). 

Beispiel 15 

Transfektion von HeLa- Zellen mit einem B-Galaktosidase- 
Reportergenkonstrukt und in situ Nachweis der B- 
Galaktosidase-Expression 

a) Zuchtung und Transfektion der Zellen 

FUr die Transfektion wurden HeLa- Zellen in DMEM-Medium, 
enthaltend 5 % FCS, Penicillin, Streptomycin und 
Glutamin, wie in den vorangegangenen Beispielen 
angegeben, in 3 cm Kulturschalen auf DeckglSsem 
geziichtet (3 x 10* Zellen/Schale) . 
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e. „rr des B-Galaktosidase- 
Fii r die Transition wurden 6 pg des B 

sr=rs srs^ri - - - 

Raumtemperatur inkubiert. 

"0 ,X HBS ait . » » „ pa aes ta 

«-^ 5M ^luenzapaptid-KonJugat. 
Baispiel W hergestalltan In ^ 

IS ain inkutaert. Diesa totlbio tika una 

ton It 1 -1 * lus 2 % 7 C8 ' " un den Effekt 

G1 uta»in. wie eban angegaben. geaxscbt. 

~ "-SSS rtSi- an aaiga, — . - 
Leistungsfahigkeir oe 

Snakonsantrataon von 100 uM ^ ^ ^ aie 

Staamlosung 31312C nocn ^igegeben. 
DN*-Polykation-Koaple*e enthalt, beig g 

m aie Tt ansfertionen ^ce ^^Th^u*. 

7 <*llen entf errvc una x 
Kulturmedium von den Zellen C hloroquin 

entbaltend die DNA-Komplexe ^^^^ VO n 

— — ^TTJZ: ^S^ 10 % res, 

2 h bei 37'C wurde 1 <nl DMEM^ und die 

— ^ - ^'hTor ges^t. Dann wurde das 
Ink ubation far wextere 2 hfo „ in 3 .1 

gesa.te Medium und ^ Glutamin , 

frischem DMEM plus 10 % FC5, mk. 
geziichtet. 

b) B-Galaktosidase- Assay 

4 S b nacb aer Tranafektlon auaOe Oas 

fie zellen wuraen 1 a It pbospbatgepu«ertar 
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KochsalzlGsung (PBS) gewaschen und mit 0.5 % 
Glutardialdehyd in PBS 5 min lang bei Raumtemperatur 
fixiert. Dann wurde das Fixiermittel entfernt und die 
Zellen 1 x mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde mit 
der Farbel6sung (10 mM Phosphatpuf fer pH 7.0, 150 raM 
NaCl, 1 mM MgCl2, 3.3 mM K4Fe(CN)63H20, 3.3 mM 
K3Fe(CN)6 und 0.2 % 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B- 
galaktopyranosid) bei 37 °C 20 min bis 3 h inkubiert 
(Lim und Chae, 1989). Danach wurden die Deckglaser in 
PBS, Wasser und 96 % Ethanol gespUlt, getrocknet und in 
Mowiol auf Objekttrager eingedeckt. Zur Analyse wurde 
ein Zeiss Axiophot Mikroskop verwendet. 

Fig. 21 zeigt Abbildungen der mikroskopischen 
VergroBerungen (112 x). A: HeLa-Zellen, transfiziert 
mit 6 pg pCMV-B-gal, komplexiert mit 12 pg TfpL190B. 
Die Farbereaktion fUr B-Galaktosidase wurde wShrend 
3 h durchgefiihrt. Die Fig. zeigt, daB sehr wenige 
Zellen (55 Zellen; die Gruppe der gefarbten Zellen ist 
mit einem Pfeil angezeigt) das B-Galaktosidasegen 
exprimieren. B: HeLa-Zellen, transfiziert mit 
6 pg pCMV-B-gal, komplexiert mit 6 pg TfpL190B und 
12 *pg P16pL. Farbereaktion: 3 h. Wenige Zellen 
(250 Zellen) exprimieren das B-Galaktosidasegen. Die 
Reaktion der Zellen ist jedoch starker als in A. 
C: HeLa-Zellen, transfiziert mit 6 pg pCMV-B-gal, 
komplexiert mit 6 pg TfpL190B und 12 pg P16pL in 
Gegenwart von 100 pM Chloroquin. Farbereaktion: 
3 h. Viele Gruppen von Zellen zeigen eine stark 
positive Reaktion (mehr als 1.000 Zellen). D: HeLa- 
Zellen, transfiziert mit 6 pg pCMV-B-gal, komplexiert 
mit 12 pg TfpL190B in Gegenwart von Adenovirus dl312. 
FMrbereaktion: 20 min. Beinahe alle Zellen (mehr als 
90 %) zeigen eine positive Reaktion. E: Nicht 
transfizierte HeLa-Zellen (Kontrolle fur die Spezifitat 
der B-Galaktosidasereaktion). Farbereaktion: 3 h. 
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Beispiel 16 

,-> « m it einem 48 kb Cosmid in 
Transfektion von HeLa-Zellen mit erne 

Gegenwart von f reiem Adenovirus 

a) Herstellung eines Cosmids, enthaltend die fur 
Luciferase kodierende Sequenz 

Ein 3,0 kb SalX-^en,, — 1— -e 

P. pyr alis Luciferase kodierende Seguenz un.er der 

^ umrc\e. vom Plasmid 
Kontrolle des RSV-Promotors, wurde vo 

a flie einzige Sall-Stelle des 
p22RSVLuco und in dxe einzig 

, . i uniert um Concatamere zu bxlden. 
Cosmidklons Cl-7al lrgrert, um 

&in 37 kb humanes genomisches DNA 
(Cl-7al enthalt em o / *u 

seu^egaen* l*—, »«— - *eine 
o£S ^^ cane. — - — " ! 
Cosmidvelrtors P«5 (Stratagene)). Das 
^ionsreaKtionsproduKt wurde darauf in vitro 
„arpac« una ein «i*-t da, erMitenen Pnagenpar^ei 
in B.coli MH544 inxiziert - auf » ~ Pla«en 

pxa.tiert. Die «— ""^ 

Lonie^ridisierung un«r Ver»endung das 3,0 «, a! 

l^s . — — siertes r;;i 

als Byb ridisierungsssonde gesereen* - ^ ~ 

Positi ven durcn Kes^icnsUartierung analyst. K» 

C^d-KonstruKt (Co—). ^-1— "~ eiMiSe 

„ sail-Inserts, wurda gesOchtet und auf emem 
Kopie des sall-Insens. 

Caesiu»gradienren gereinig. « »>• 
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Ein kleines Kontroll-Cosmid pWELuc (12 kb) wurde 
hergestellt durch Verdau von CosLuc mit Not I, 
Religieren, Trans formieren von Bakterien und Isolieren 
des richtigen Plasmids. Dies ergab ein 12 kb DNA- 
MolekUl, dem ein Teil des humanen DNA- Inserts uhd ein 
Teil des Polylinkers von CosLuc fehlte. Das Plasmid 
pSPNeoLuc (8 kb) ist das in Beispiel 5 beschriebene 
Plasmid, das ein RSV-Lucif erase-Genfragment (ein 
Apal/Pvul-Fragment von pRSVL, kloniert in die Clal- 
Stelle des pUCp-Lokus ) . 

b) Transport des Cosraids in HeLa- Zellen 

HeLa-Zellen (3 x 10* Zellen pro 6 cm Schale), bedeckt 
mit 1 ml DMEM + 2 % FCS wurden mit TfpL/DNA-Komplexen, 
hergestellt wie in der Einleitung zu den Beispielen 
beschrieben, enthaltend die angegebenen Mengen hTfpL, 
freiem Poly ly sin und DNA, inkubiert. ZusStzlich 
enthielten die Inkubationsmischungen entweder 100 pM 
Chloroquin (Spalten 1 und 2) Oder 10 jil Adenovirus 
dl312, enthaltend 5 x 10H Partikel pro ml (Spalten 3- 
12). Nach einer 2 stUndigen Inkubation bei 37 °C wurden 
jeder Schale 4 ml DMEM + 10 % FCS beigegeben. 24 
Stunden spater wurden die Zellen geerntet und die 
Luciferaseaktivitat gemessen. Die Ergebnisse sind in 
Fig. 22A gezeigt. 
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c) Transport das Cosrcids in Nauroblasto^allan 

Zellan einar Heuroblastoa-Zellini. *- Baaeichnung «- 
ME-N (D on t ia t al.. 1998, 
sc.,,, badacK* art 1 - — * 2 * FCS 
TfpL/DNA-Kofliplaaen, bargastalrt wia bascbriaban. 
anrbartand dia angagabanan Mangan van n« P L. rtaia* 

^ «xt» 7i,«?atzlich enthielten die 
Polylysin und DNA. ZusatZJ-xcu 

^ationamiscbungan entwadar 100 pM Chloroguin 
(Spartan 3 und 4, oder 10 pi Adanovirus d!312. 
antbartend 5 , 1011 Partial pro 1 (Spartan 5 und 6^ 
„ach ainar 2 atondigen Ration bai 37-0 -dan ,ader 
Sch ala 4 ml DMEM + 10 % FCS baigageban. 24 stundan 
apStar wardan dia Zallan gaarnbat und dla 
^crtaraaaa^ivitat gamaaaan. Pie Ergabniaaa sind in 
Fig # 22B gezeigl:- 

Beispiel 17 

Oantransfax mrttala cba»iac h gaXoppartan xdanovirua- 
Poly lysin-Kon j ugaten 

„^on«virus-Polylysin-Kon j ugaten 
a) Herstellung von Adenovirus rox z * 

mittels chemischer Kopplung 

^,-itrierten (Sephadex G-25 PD10, 
2.35 ml einer gelf xltrxerten i p 

Pharmacia) Losung von Adenovirus dl3l2 (ca 

o Hk.ll in 150 mM NaCl / 25 mM HEPES, P H 7.9 / 1U 

Partxkel) in xau . r x ^ LSsung 

10 ul (10 nmol) emer x 
Glycerin, wurde mit 10 ux l 

von SPDP (Pharmacia) versetzt. Nach 3.5 h bei 
von swr \m . orta virus durch 

Eaumtemperatur wurde der modxfizxerte 
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Gelfiltration (wie oben) vom uberschiissigen Reagens 
abgetrennt. Die LBsung (2.5 ml) wurde mit Argon gespiilt 
und unter Sauerstof f ausschluss und Argon mit 42 pi 
einer LOsung von FITC-markiertem Polylysin (1 nmol), 
modifiziert mit 2.3 nmol Mercaptopropionat-Gruppen 
(hergestellt wie in EP 388 758 beschrieben) , reagieren 
gelassen. Nach 18 h bei Raumtemperatur wurde die Halfte 
der L6sung in ein Zentrifugenrohrchen liber ftihrt, mit 1 
ml einer Cesiumchlorid-LSsung (Dichte 1.33 mg/ml) 
vorsichtig unterschichtet und 2 h bei 35000 rpm (SW60 
Rotor) bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die Virusbande 
wurde als 200 pi Cesiumchlorid-Fraktion gesammelt und 
mit HBS / 50% Glycerin auf 1 ml verdiinnt* 
Ein DNA-Bindungsassay wurde mit 300 \xl des 
modifizierten Viruses durchgef iihrt : die ViruslOsung 
wurde rait 1 ml HBS verdunnt und mit 100 pi Lttsung einer 
35s-markierten DNA (15 ng pRSVL, hergestellt durch 
Nick-Translation) versetzt. Zur Kontrolle wurde das 
Experiment mit gleicher Menge unmodif iziertem Virus 
dl312 parallel durchgef iihrt . Nach 30 min wurden die 
Proben in Zentrifugenrohrchen iiberf iihrt, mit 1 ml einer 
Cesiumchlorid-Losung (Dichte 1.33 mg/ml) vorsichtig 
unterschichtet und 2 h bei 35000 rpm (SW60 Rotor) bei 
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Gradient wurde je in 
5 Fraktionen geteilt; Fraktion 1, 1 ml; Fraktion 2, 0.6 
ml; Fraktion 3-5, je 200 \xl. Die RadioaktivitSt von je 
200 pi der Fraktionen wurde bestimmt und ist in Fig. 23 
wiedergegeben. Dabei findet man in den VirushSltigen 
Fraktionen (3-5 ) , hauptsSchlich Fraktion 3, eine 
deutlich hbhere Radioaktivitat als im 
Kontrollexperiment; dies ist auf spezifische 
Assoziation des Polylysin-modif izierten Adenoviruses 
mit der markierten DNA zurUckzufuhren. 

b) Transfektion von K562-Zellen 
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(Transferrin und Adenovirus-Faserprotein) direkt mit 
der zu transportierenden DNA assoziiert sind. Ura die 
Richtigkeit dieser Annahme zu ilberpriifen, wurde eine 
konstante Menge des Polylysin-Adenovirus-Konjugats (2,5 
pi, ca. 5x107 Viruspartikel ) mit verschiedenen Mengen 
(3 pg bis 0.0003 pg) von Reporterplasmid in 475 pi HBS 
komplexiert. Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur 
wurde eine der Masse an DNA entsprechende Menge von 
Transferrin-Polylysin jeder Probe beigegeben (diese 
Menge an TfpL wurde gewahlt, weil sie vollstSndiges 
"packaging" ( ElektroneutralitSt ) von 50 % der Plasmid- 
DNA gewahrleistet und gleichzeitig Bindungs-Freiraum 
fiir das Virus-Poly lysih-Konjugat gewahrleistet. Nach 
Zugabe von TfpL wurden die Mischungen 15 min lang 
inkubiert, dann wurde jede Mischung in eine 6 cm 
Kulturschale, enthaltend 300.000 HeLa-Zellen in 1 ml 
DMEM/2 % FCS, gegeben. Darauf wurden die Zellen 1.5 h 
lang bei 37 °C inkubiert, danach wurden 4 ml DMEM/10 % 
FCS zugegeben. Parallel dazu wurden aquivalente Mengen 
DNA mit einem zweifachen MassenttberschuS TfpL (die 
Menge fur vollstandige DNA-Kondensation) komplexiert 
und far den Gentransfer in HeLa- Zellen verwendet 
(einmal allein, einmal in Gegenwart von 25 pi der 
nicht-Polylysin-gekoppelten Adenovirus dl312- 
Praparation). Nach 24 h, wurden die Zellen geerntet, 
Extrakte hergestellt und Aliquots auf 
Luciferaseaktivitat untersucht. Das Ergebnis dieser 
Versuche 1st in Fig. 25 dargestellt: Bei Fehlen von 
Adenovirus ist bei einer DNA-Menge unter 0.3 pg keine 
Luciferaseaktivitat nachweisbar. Sowohl Polylysin- 
gekoppeltes als auch nicht-gekoppeltes Adenovirus 
funktionierten bei groBen DNA-Mengen (3 pg und 0.3 pg) 
gut. Mit dem nicht-gekoppelten Adenovirus wurde jedoch 
ein beinahe lOOfacher Aktivitatsabfall bei 0.03 pg und 
eine vernachiassigbare Aktivitat unter dieser DNA-Menge 
beobachtet. Im Gegensatz dazu behait das Polylysin- 
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Viruspartikel/DNA-MolekQl . 
Beispiel 18 

Gentt ans f ar I*-* • - 

Adenoviren 

a) Enzymreaktion 

•• „tion (Stamm dl3l2; 5xl0l0 
2 na der Adenovirus-Praparatxon (Stamm 

PFU /ml) warden auf eine Sephede* 9-2^ 

Oel^ons-e C~^£ 8 ,, 2 ^ DTT , 30 * 
S^TS^t wurde. au^ • «. — 
erfolgte 1* 3.5 ml HeakticnsP^ ^ ^ 
Reaktionsansatz zur enzymatxschen Koppi 9 

MeexschweiHChenleber-TranaglutaJuinase (T ) < 

^ Hea^icnspuffer^n . na ^ ^ aurch9e£)lhrt 

Die Reaktion wurda bal 37 gestoppt. 

zur Kon«cll. ^ ^ durchgefahrt . 
H^onsansatzao^a T 9 ^ ^ Wran 

aur c zantrifugatian a b ar ^ C1 J getrennt . Die 

™Zs "JL a Jda a.ga.ogan and 

— and i. «— 
mit gleicnem vu aufgehoben. 
Stickstoff eingefroren und bei -70° 

b) De monstration der Bindung von Polypi* an 
Adenoviren 
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Die Reaktion wurde mit Polylysin, das mit I25j mittels 
Bolton-Hunter Reagenz (Amersham) markiert wurde, wie 
oben beschrieben durchgeftthrt. Nach der CsCl- 
Gradientenzentrifugation wurde die Virusfraktion 
abgezogen und uber einen weiteren CsCl-Gradienten 
getrennt. Danach wurde der Gradient fraktioniert und 
die RadioktivitSt in alien Fraktionen mit einem 
Szintillationszahler bestimmt. Wie in Fig. 26 
dargestellt, zeigte sich dabei, daB bei dem 
Reaktionsansatz mit TG (dl312/TG-pL) radioaktives 
Polylysin in der Virusfraktion (Virus) angereichert 
war. Im Kontrollansatz ohne TG (dl3l2/pL) fand sich 
keine Anreicherung von radioaktivem Polylysin in der 
Virusfraktion. 

c) Testung der Polyiysin-modif izierten 

Adenovirus fraktionen beziiglich ihres Effektes auf 
die Trans fektionsef fizienz 

i) Zellen und Medien 

Zur Transfektion wurden 5xl05 Zellen (M&usehepatozyten; 
ATCC No. : TIB 73) in DMEM mit 10 % hitzeinaktiviertem 
fotalem KSlberserum (FCS), 2 mM Glutamin, 100 I.E. /ml 
Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin in 6 cm 
Kulturschalen ausges&t. 

ii) Bildung der Virus-DNA-Transf errin-Komplexe 
50 pi der jeweiligen Polylysin-modif izierten 
Virusfraktion wurden mit 6 pg des DNA-Plasmids pCMVL in 
10 p HBS gemischt und 20 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Danach wurde dem Gemisch 8 pg MSuse- 
Transferrin- Poly lysin290B (mTfpL) zugesetzt und fttr 
weitere 10 min inkubiert. 
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I±i> Transfektion der Mausehepatozyten 
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zugesetzt . 

iv) Bestimmung der Luciferasee X pression 

24 stunden nach der Transfektion wurden die Zellen 
geerntet und der Lucif erase-Assay, wxe oben 
beschrieben, durchgefiihrt. 

o 7 er sichtlich, ergab die 
„ie aus Fig. ^ erax Menovire n. mit TG und 20 

Viruspraparatxon bei de /TG _ 20 ^ pL>. 

—I Polyiysxn bebandelt « licht exnheiten> . Dia 

-arkste -pxes^on ^535 

Viruspraparatxon mxt TG un 788000 0 

2 nmol PL) war etwas wenxgar aktxv I ale 

L ichtexnheiten>. Die ^"^^J^IZtO, 

Menoviren mit 20 nmol >^^J^Zo weniger 

behandalt wurden. war naheau - * 

wirksam. zum varglaich warden wextars zur * 
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M enoviren. dia wader mit TG noch mxt 

b ehandelt wurden <di312,. ciesa Pr.paratxon ergab 

4403000 Lichteinheiten. 

Transfektionseffizienz durch 
d) Erhohung der Adenovire n im Vergleioh zu 

Polylysin-modif izxerte Aaenov 
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nicht modifizierten Adenoviren, insbesondere bei 
niedrigen DNA-Mengen 

Die Transfektion wurde wie in Beispiel 3c) beschrieben 
durchgeftihrt, wobei zur Komplexbildung 50 pi der 
Adenovirusfraktion dl3l2/TG-20 nmol pL und 6 pg pCMVL/8 
pg mTfpL, 0.6 pg pCMV-Luc/0.8 pg mTfpL oder 
0.06 pg pCMVL/0.08 pg mTfpL verwendet wurden. Zum 
Vergleich wurden auch Trans fektionen durchgeftihrt mit 6 
pg, 0.6 pg, 0.06 pg pCMVL/mTfpL-Komplexen und nicht 
modifizierten Adenoviren (dl312). Es zeigte sich, daS 
die Komplexe mit Polylysin-modif izierten Adenoviren 
auch bei niedrigen DNA-Mengen noch hohe 
Expressionswerte ergaben, wShrend bei nicht: 
modifizierten Adenoviren die Expression stark 
vermindert war (Fig. 28). 

Beispiel 19 

Gentransfer mit Konjugaten, in denen die Bindung 
zwischen Adenovirus und Polylysin liber eine Biotin- 
Streptavidin-Brucke erfolgt 

a) Biotinylierung von Adenovirus dl312 

2.4 ml einer gelfiltrierten (Sephadex G-25 PD10, 
Pharmacia) LGsung von Adenovirus dl312 (ca. 10H 
Partikel) in 150 mM NaCl / 5 mM HEPES, pH 7.9 / 10 % 
Glycerin , wurde mit 10 pi (10 nmol) einer 1 mM LSsung 
von NHS-LC-Biotin (Pierce 21335) versetzt. Nach 3 h bei 
Raumtemperatur wurde der Biotin-modifizierte Virus 
durch Gelfiltration (wie oben) vora aberschiissigen 
Reagens abgetrennt. Die Lbsung wurde durch Zugabe von 
Glycerin auf eine Glycerinkonzentration von 40 % 
gebracht (Gesamtvolumen 3.2 ml) und bei -25* C gelagert. 
Die Biotinylierung des Viruses konnte in einem 
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ergab ein Konjugat, bestehend aus 45 nmol Streptavidin 
und 53 nmol Polylysin. 

c) Transfektion von HeLa-2ellen 

HeLa-Zellen wurden in 6 cm Kulturschalen geziichtet, wie 
in Beispiel 1 angegeben. Die Transfektionen wurden bei 
einer Dichte von 300.000 Z ell en/ Platte durchgefiihrt. 
Vor der Transfektion wurden die Zellen mit 1 ml 
frischem Medium, enthaltend 2 % FCS, inkubiert. 

6 pg pCMVL-DNA in 100 pi HBS wurden mit 0.8 pg 
Streptavidin-Polylysin in 170 pi HBS gemischt. Nach 20 
min wurden 3 pi Polylysin pL300 in 170 pi HBS 
zugemischt. Nach weiteren 20 min wurden 65 pi 
biotinyliertes Adenovirus oder als Kontrolle 
entsprechende Mengen an Adenovirus dl312 (30 pi, 
Ausgangsvirus fur die Modif izierung ) zugegeben. Die 
Komplexmischungen ( "biotinAdV/complex A" bzw. "control 
AdV", siehe Fig. 29) wurden weitere 20 min 
stehengelassen. 

Eine alternative Komplexbildung wurde durchgefiihrt, 
indem 65 pi biotinyliertes Adenovirus . zuerst mit 0.8 pg 
Streptavidin-Polylysin in 50 pi HBS gemischt wurden, 
nach 20 min 6 pg pCMVL-DNA in 170 pi HBS zugegeben 
wurden, und nach weiteren 20 min 3 pi Polylysin pL300 
in 200 pi HBS zugemischt wurden. (Komplexmischung 
"biotinAdV/complex B"). 

0.6 pg pCMVL-DNA in 67 pi HBS wurden mit 0.3 pg 
Streptavidin-Polylysin in 33 pi HBS gemischt. Nach 20 
min wurden 65 pi biotinyliertes Adenovirus oder als 
Kontrolle entsprechende Mengen an Adenovirus dl312 (30 
pi, Ausgangsvirus fur die Modif izierung) zugegeben. Die 
Komplexmischungen ("biotinAdV/complex A" bzw. "control 
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und zur Transfektion von HeLa-Zellen, wie oben 
beschrieben, verwendet. 

Mittels zytopatischera Endpunkt-Assay wurde 
festgestellt, daB der Virustiter durch die 
Inaktivierung um einen Faktor von mehr als 10* abnahm, 
wahrend die Transferkapazitat bei hohen Konzentrationen 
um weniger als 50 % und bei niedrigen Konzentrationen 
um einen Faktor 5 abnahm. 

d) Transfektion von K562-Zellen 

K562-Zellen wurden in Suspension in RPMI 1640-Medium 
(Gibco BRL, plus 2 g Natriumbikarbonat pro Liter) + 10 
% FCS, 100 Einheiten/ml Penicillin, 100 pg/ml 
Streptomycin und 2 mM Glutamin bis zu einer Zelldichte 
von 500.000 Zellen/ml geziichtet. 16 h vor der 
Transfektion wurden die Zellen in frisches Medium, 
enthaltend 50 pM Deferrioxamin (Sigma) gegeben. Am 
Morgen nach der Transfektion wurden die Zellen zu 
250.000 Zellen/ral in frisches Medium, . enthaltend 10 % 
FCS + 50 pM Deferrioxamin, aufgenommen und 2 ml pro 
Vertiefung in eine Platte mit 24 Vertiefungen gegeben. 

Es wurden drei verschiedene Arten von DNA-Komplexen 
hergestellt: 

a) Eine LGsung von 6 pg pCMVL-DNA in 160 pi HBS (150 mM 
NaCl, 20 mM HEPES pH 7.3) wurde mit 12 pg des Konjugats 
TfpL190B in 160 pi HBS gemischt, nach 30 min wurden 20 
pi Adenovirus dl312 -Preparation hinzugefiigt und die 
Mischung den Zellen beigegeben. 

b) Eine L5sung von 800 ng Spreptavidin-Polylysin in 160 
pi HBS wurde mit 20 pi biotinyliertem Adenovirus, 
hergestellt wie in a), gemischt, nach 30 min wurde eine 
L6sung von 6 pg pCMVL-DNA in 160 pi HBS zugegeben und 
nach weiteren 30. min die Losung mit 10 pg des Konjugats 
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TfpU 90B in 160 pi HBS 9 e»is=h t . Nach 30 .In wurde die 
Hischung den zellen beige ^ wie in b) , mit 

«) ~ Dm T P a le d: " « » eine lasung von 3.= 
dem untersctaed, deS statt T p 

^den 24 h lang bei 37 C «k dargeste llten 
Luciferaseassay geerntet. Die in r » 
„erte stellen die Gesamtlucif eraseaktxvxtat 
transfizierten Zellen dar. 

Beispiel 20 

genttansfer In pri»are Knochenmarlcszellen 
a) Xsolierung von Knoohenmerkszellen 

— -a—- < -« % ;::r r it ii-e; Med iu » 

5 M B-Mercaptoethanol, 1 % IL 3 ko 

oespolt »urde. Die Zellen »»rden dann 1 * in 
L«— 1- *«* zentr ^ einer 

la ng ge»aeoben. ^ ^ und ln 

.Concentration von 107 ^ aie 

I25-Kulturfles=hen ausge=«. Neoh 4 h 

nichthaftenden Zellen in erne neue T25 K 

ab erf Ohr* und liber Nactvt in Gegenwart von V» 

Deferrioaemin geriichtet. 

b) Bil aung von M enovirus-T r an s£ errin-Poi y lysin/DH A - 
Komplexen 

Fiir die ******** — » * «£££T 

Adenovirus mit 400 ng Streptavidxn-modxfizxertem 
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Polylysin in 20 pi HBS 20 min lang inkubiert. Dann 
wurden 20 pi HBS, enthaltend 6 pg pCMVL beigegeben. 
Nach einer Inkubationszeit von 20 min wurden 7 pg 
Maustransferrin-Polylysin-Konjugat (mTfpL) in 160 pi 
HBS beigegeben und die ganze Mischung weitere 20 min 
inkubiert. 

c) Transfektion 

FUr die Transfektion wurden die Knochenmarkszellen 
durch 8 mintttiges Zentrifugieren bei 100 x g aus dem 
Kulturmedium gewonnen. Der Zellniederschlag wurde in 
3 ml Kulturmedium, enthaltend 2 % FCS und 250 pi der 
Adenovirus-Transferrin-Polylysin/DNA-Komplexe, 
aufgenommen und in einer neuen T25-Flasche 3 h lang bei 
37 °C geztichtet. Dann wurden 3 ml und nach 2 h weitere 
6 ml Kulturmedium, enthaltend 10 % FCS beigegeben. 

d) Bestimmung der Luciferaseexpression 

48 h nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet 
und wie in den anderen Beispielen auf 
Luciferaseexpression untersucht. Die Transfektion 
fiihrte zu einer Lucif eraseaktivitat entsprechend 
310 x 103 Lichteinheiten/100 pg Gesamtzellprotein. 

Bei spiel 21 

Transfektion von Neuroblastomzellen mit einem 48 kb 
Cosmid in Gegenwart von f reiem Adenovirus und von 
Adenovirus-Polylysin-Kon j ugaten 

Zellen der Zellinie der Bezeichnung GI-ME-N wurden, wie 
in Beispiel 16 beschrieben, mit dem 48 kb Cosmid mit 
den angegebenen Mengen von hTfpL, f reiem Polylysin und 
DNA transfiziert. ZusStzlich enthielten die 
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„ D _ twe der 100 uM Chloroquin 
inkubationsmxschungen entweder H» 

^ io ul Adenovirus dl3xz, 

(Spalten 3 und 4) oder xu v , Sna iten 5 und 6). 

jt k v ioll Partikel pro ml (Spairen a 

Streptavidin-Polylysm (0.8 ug. Be g 

• , iQi in 150 ul IBS. D»nn wurden 6 pg D»« 
Beisprel 19) w 1=0 V Ra umtemperatur 

„! „bs zur Probe - ^altend 6 pg 

st eben,elassen, ^ ^ Nach weiteren 

hTfpL ♦ 1 PS ^""f^peratur wurde ale Mischung 
30 min Infcubatzon be! Reumt P igen 

den Zellen beigegeben. »-*»"" 4 ml DMEM + 

inkubatxon bex 37 C wur J ^ 

Die Ergebnisse sind in Fig. 31 gezeig*. 
Beispiel 22 

Cantranszer in prlnar. «e*»egs-Epitbelzellen . 

„. im Hinblick auf eine genetische Korrektur 
car zystischen Fibrose batten gezezgt, daB 
llrtalieierte zellinien. abgeleite* v=m 
«e»wegse P itbel der errindungsg^aBen 
„ sf er-etbode r g ^ » 
auszuschlieBen, daB dieses f die 
aea atemwegsepitbels zurOckz *r «£. 

Ironortalisierung induziert pEim aren 
ait Transferrin-Polylyein-Konaugaten auoh in » 

A te»we 9 aepitbelzellen (!•«) durobgefubrt. 
i-AE-Zellen wurden. wie von yankaskas et al.. 1987, 
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gewaschen, dann in Joklik's Minimum Essential Medium 
(MEM) plus Antibiotika (Penicillin 50 E/ml, 
Streptomycin 50 pg/ml, Gentamicin 40 pg/ml) bei 4°C ins 
Labor transportiert. Knorpel- und ttberschttssiges 
submukSses Gewebe wurden freigelegt und die 
epithelialen Schichten in ProteaselSsung (Sigma, Typ 
14, 0.1 mg/dl) in MEM bei 4°C 16 bis 48 h inkubiert. Es 
wurde 10 % FBS ( f Stales Rinderserum) zur 
Neutralisierung der Protease beigegeben und die Zellen 
durch leichtes Bewegen abgeiest. Die erhaltene 
Suspension wurde durch ein 10 pm Nylongitter filtriert, 
um die Zelltrtimmer zu entfernen, zentrifugiert (150 x g 
5 min) und in F12 + 10 % FBS gewaschen. 

Die Zellen wurden daraufhin mit Transf errin-Polylsin- 
Konjugaten (hTfpL) und einem far Lucif erase kodierenden 
Plasmid (pRSVL) als Reportergen behandelt. Bei dieser 
Untersuchung zeigten die primfcren Zellen nicht die 
Empfanglichkeit fur diese Komplexe wie die 
entsprechenden immortalisierten Zellinien (Untergrund = 
429 Lichteinheiten; mit Zusatz von Konjugaten : 543 
Lichteinheiten), was darauf hinwies, daB die 1°AE- 
Zellen relativ arm an Trans ferrin-Rezeptoren sind. 

Um einen alternativen Rezeptor auf den Zellen zu 
benutzen, wurden biotinylierte Adenoviren (vgl. 
Beispiel 19) verwendet. Die mit diesem Konjugat 
behandelten Zellen zeigten eine signifikant stSrkere 
Expression als Untergrundwerte (Zusatz von Konjugaten 
2585753 ± 453585 Lichteinheiten). AuBerdem erwiesen 
sich auch prim^re Atemwegsepithelzellen von anderen 
Spezies als dieser Methode des Gentransfers zugSnglich 
(Maus = 3230244 ± 343153; Affe = 53498880 ± 869481 
Lichteinheiten) . 

Beispiel 23 



ERSATZBLATT 



PCT/EP92/02234 

WO 93/07283 

134 



sender in Hepatol und in Blu«ellen 

..,=, Bsisniels wurden folgende 
1„ den Expari-enten d^ses Beispia 
Materialmen und Methoden verwendet. 

Transition von Oewebe^tuxseUen: , 

— - X S - ^en warden i» • - 
beschrieben. Trans£e fction «urde bei 

Standardkulturmedxum durch rru. 
FCS ersetzt. 

Biiamg b^ --^rrrr.rrir-r 

109 PFUs, siehe Bexspxel 19 a) u 

reagieren galassan. Nach 3 zuge3 eben. 30 min 

™ r den . pg P—^Vpg *>° 111 105 

— r ant :r rr - ai e — - - 

Bildung texnarer Komplexe B l 1UerteB 
( oa. 109 FPUs)) warden it 800 ^ 30 ^ 

bei paantemperatur warden^ WP ^ ^ ^ 

a Ug egeben, 30 ^ ^ weiteren 30 

rr^ng ~ " si— - - — 

S T '"gal tu- und Chaa. 1989, 
pepartarplas^d PCMV-8 ^ fl . Galaktosi aase- 

ttansfiziert. 48 b 13 ^egeben. 

Test durchgefuhrt are in Bexspiex 



EBSATZBLATT 



WO 93/07283 PCT/EP92/02234 

135 



a) Die Verbindung zwischen DNA-Kondensaten und 

Adenovirus verstSrkt die Lucif erase-Reporter gen- 
Expression in starkem AusmaB 

Das Ergebnis des Transfers von DNA in Hepatozyten 
mittels binSren. und ternSren DNA-Komplexen ist in 
Fig. 32 dargestellt: Der Gentransferef fekt wurde in 
Gegenwart von freiem Adenovirus verstarkt. Die Spalten 
pLAdenoV/TfpL zeigen die Ergebnisse von Transfektionen 
mit Adenovirus, das mittels Transglutaminase mit 
Polylysin konjugiert worden und dann mit DNA reagieren 
gelassen wurde, die einen Teil der negativen Ladungen 
neutralisierte. Spater wurde Transferrin- Polylysin 
beigegeben, das die restlichen negativen Ladungen 
neutralisierte. Auf diese Weise wurde ein ternSrer 
Komplex Adenovirus-Polylysin/Transferrin-Polylysin/DNA 
gebildet. Wie aus der Fig. ersichtlich, wurde ein 
auBerorderitlich hoher Wert von 1.5x109 Lichteinheiten 
erhalten ( entsprechend ca. 5000 Lichteinheiten pro 
Zelle). Fttr den in Spalte Adenov+pL+TfpL dargestellten 
Versuch wurden Adenovirus und Polylysin gemischt wie 
fUr die Behandlung mit Transglutaminase. Urn die 
Spezifitat der durch Transglutaminase bewirkte Bindung 
von Polylysin an das Virus zu zeigen, wurde jedoch das 
Enzym weggelassen. Dann wurde die Viruspraparation mit 
derselben Menge DNA und TfpL komplexiert wie in 
pLAdeno/TfpL. In diesem Fall war die Transfektion mSBig 
wie mit AdenoV+TfpL, weil in beiden Experimenten die 
gemeinsame Lokalisierung von Virus und DNA/Transferrin- 
Polylsin-Komplex ein stochastischer Vorgang war, im 
Gegensatz zu dem in Spalte pLAdenoV/TfpL gezeigten 
Experiment, bei dem die gemeinsame Lokalisierung durch 
die Verbindung von Virus und DNA in dem ernSren Komplex 
ein hohes MaB an Transferrinfektion (Transfektion mit 
Transferrin) lief em. 
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b) Die Transfektion von K562-Zellen zeigt die 

^ enloLolv^schen Eigenschaften von Adenovirus 

zellen der hu*anen ^^^^^^sner 
, _ ca 150 000 Transferrin-Rezeptoren liu.a 

a^t'^en auch in ~* von M.nov.ra, » 

« 4 * *f«L/Reoorter-DNA-Koinplexen 
sta rke» Aus»aB «^^ r wie bere its von 

transfiziert warden (Fig. 33, T£p 

4. »i 1990 berichtet wurde. Diesej.De" 
Gotten et al., 1990, oer Aden ovirus, 

, = i ,-ofern in Gegenwart von freiera «u 
Komplexe J chloroq uin, relativ schwache 

aber in Abwesenbeit von Chlo q ^.^ weil 

Keportergenexpression C--^f ^ et a l., 1988, 
K562 Zellen wie andere Blutzelie i 

_ . -i 1988) eine gennge Zahl an 
Horvath et al., 198 ^ das AdenovirU s 

^unden wird und die -^e^ 
_ Pftlvlvsin ZU r Ganze kondensiert wira, 
mehr Polylysin z (P LAdenoV/pL), 
binaren Komple* zu koroplettier6n ^ s1:Utzte TranS fektion 

. ^ a-to flurch Adenovirus unterstutzte 
errexcbt die durch A* Ade novirus- 
nattlere Werte, vermutlich weil die g 
Rez e P toren efficient genUtzt warden Wenn Jed 

Komplexes ( pLAdenoV/Tf pL ) 
rilisier: wird und die zablreioben — 
Tr ans f errinrezeptoren ins Spiel 
T ransfektionsef£izienz - sowohl dank 
Tra ns f errinbindung als ^^^^ 
Eigenschaften des Virus - um mindesten 
Gr58enordnungen gesteigert (Fig. 33). 

c) Tenure DNA-Komplexe fUhren zur Egression des 
} HePortergens in beinabe 100 % der Hepatozyten 
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Um die Ef fizienz des Transportsystems in 
Maushepatozyten BNL CL.2 zu testen, wurden die Zellen 
mit dera B-Galaktosidase-Reportergen transf iziert . Fig. 
34 zeigt den B-Galaktosidase-Assay nach a) 
Transf errinfektion in Gegenwart von Chloroquin, b) 
Transferrinfektion in Gegenwart von freiem Adenovirus 
dl312 und c) Transf ektion mit ternSren Adenovirus 
(dl312 )-Polylysin- Transf errin-DNA-Komplexen. In 
Abwesenheit von Adenovirus exprimieren nach 
S tandar dtr ans f errinfektion nur wenige Zellen das 
Reportergen. Der Prozentsatz der Transf ektion betragt 
weniger als 0.1 %. Wenn Chloroquin mitverwendet wird, 
wird der Prozentsatz auf ca. 0.2 % gesteigert (Fig. 
34A). Mit freiem Adenovirus exprimieren ca. 5-10 % der 
Zellen das Reportergen (Fig. 34B), w^hrend die tern£ren 
Komplexe mit Transglutaminase-modif iziertem Virus zur 
Expression in den meisten, wenn nicht alien Zellen 
ftihren (Fig. 34C). Da die tern&ren Komplexe bei hoher 
Verdiinnung verwendet werden kGnnen, entsteht der bei 
hohen Dosen von freiem ( inaktiviertem) Adenovirus 
beobachtete toxische Effekt fur gewShnlich nicht. Es 
ist jedoch zu beachten, daB bei Verwendung der ternaren 
Komplexe in hoher Konzentration, um 100 % der 
Gewebekultur zellen zu erreichen, ein fihnlicher 
toxischer Effekt bemerkbar wird. Die toxischen . 
Wirkungen k6nnen ihre Ursache in restlicher viraler 
GenaktivitSt oder in den endosomolytischen 
Eigenschaften des zugesetzten Virus haben, oder sie 
sind einfach eine Folge der sehr hohen Expression des 
transf izierten Gens. 

d) Die Expression eines transf izierten Reportergens 
ist transient, halt aber in nicht- teilenden 
Hepatozyten wochenlang an 
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^Sre Transportkomplere ^^^ZZ.. 
das durch Reaktion mt rsur<" 

a —n* Elne za 2/3 konfluente 

warden war, hergestellt. Erne zu 
Hepatozyten-ZeUkulrur wurde wie in dem in Fig. 

Keportergenplasmid pCMVL trans «f ^ 
^Lereseekrivi^ zu verse ™ . 
gsmessen. Wie aus Fig. 35 ersiohtiich ist. 
Lueifersseaktivixar nach 3 Tagen. als die 

-^^.llkultur konfiuent wurde und die Zelien 
Heparcrytenzellkulru ^ ^ 

auxhorren. si* zu teilenaen 
des Reportergens hxelt in aie 
zelikultur an, ohne da6 erne Selek 
Erhalxung des Gens angewendet wurde und dauerre 
brna a _ n msbesondere wenn 

mindestens 6 Wochen lang an, xnsb 

Psoralen-inaktiviertes Adenovirus fur die 
temaren Komplexe verwende* wurde. 

Beispiel 24 

verwendung des —Adenovirus CSU> zur verstarkung 
des DNA-Transporxs in humane Zelien 

In diesem Beispiel wurde das Hflhner-Adenovirus CELO aur 
saine Eignung zur versrarkung des E NA-Trens £ ers in 
seine a » d en vorangegangenen 

humane HeLa-Zellen analog * verwenden, 
Beispielen, die das humane Adenovirus Typ 

'^e'das HUhner-Adenovirus CEU, ( S*amm Phelps 
serotyp FAV-1.7. Huhnernierenzellpassage) verwendet. 

/ i ™i ^ uurde durch eine PD-10 
Das Virus (2 ml) wurde a HEPES P H 

Gelfiltrationssaule, equxlibnert mit ^ 
7 3 150 mM NaCl (BBS) + 10 % Glyzerin, und 2 ml des 
7.3, 150 mw NHS-LC-Biotin (Pierce) 3 fa 

Eluats wurden ma* 20 ul „ elasse n Das 

lang bei Raumtemperatur reagxeren gelassen. Da 
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biotinylierte Virus wurde daraufhin gegen 3 x 300 ml 
HBS + 40 % Glyzerin bei 4°C dialysiert und in Aliquots 
bei -70 °C gelagert. 

HeLa-Zellen (5 x 105 Zellen pro 6 cm Schale) wurden in 
2 ml DMEM + 2 % FCS mit 6 ug des Plasmids pCMVL, 
komplexiert mit Polylysin(pLys )- oder Transferrin- 
Polylysin(TfpL)-Mischungen in 500 ul HBS inkubiert (die 
Komplexe wurden 30 min bei Raumtemperatur 
vorinkubiert ) . Die Proben wurden daraufhin in Gegenwart 
der in Fig. 36 angegebenen Virusmengen zu den Zellen 
gegeben. Bei den Proben, die biotinyliertes CELO- Virus 
enthielten, wurde die angegebene Menge an Virus mit der 
angegebenen Menge von Streptavidin-Polylysin (StrpL) in 
200 ul HBS 30 min lang bei Raumtemperatur vorinkubiert, 
bevor 6 ug des Plasmids pCMVL in 100 ul HBS beigegeben 
wurden. Nach einer 30 minutigen Inkubation bei 
Raumtemperatur wurde die angegebene Menge an TfpL- 
Material bei 37 °C zu den Zellen gegeben. 2 h spater 
wurden 5 ml DMEM + 10 % FCS den Zellen beigegeben und 
24 h spater die Zellen geerntet und fttr den 
Luciferaseassay vorbereitet. 

Wie sich aus Fig. 36 ergibt, verstarkte das CELO-Virus 
in freier Form den DNA-Transport in HeLa-Zellen 
(Spalten 1-6). Wenn jedoch das CELO-Virus mit Biotin 
modifiziert und in einem Komplex mit Streptavidin 
enthalten war, zeigte sich, daB das Virus sowohl mit 
als auch ohne zusatzliches Transferrin-Polylysin den 
DNA-Transfer in einem mit mittels humanem Adenovirus 
dl312 erreichtem vergleichbaren AusmaB verstarkt wird. 
Die spezielle Linie von HeLa-Zellen zeigt eine hohe 
Bindungskapazitat far Polylysin/DNA-Komplexe in 
Abwesenheit von Transferrin (vgl. die 

Luciferaseaktivitat der Proben 1 und 4 in Fig. 36). Es 
ist daher der EinschluB des CELO-Virus in einem 
Polylysin-DNA-Komplex ausreichend, die Aufnahme des 
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Koraplexes zu bewirken. 
Beispiel 25 

Transfektion von Myoblasten 

i 1QS5* ATCC Nr.: CRL 
C2C12 Myoblasten (Bleu et al., « _ in 

1772) und -^--^--^ 

ausplattiert wurden (ca. 5 pfex deserum 
aas M^u, «- ■«* ^Konnuenz «— 

(Barr und Leiden, I***' spater 
Transfektionen der Myotuben wurden 5 bis T g 
TransteK Transfe ktionskomplexe wurden 

durchgefuhrt. Die ig beschrie ben, wobei die 

*ergestellt, wxe xn Be-P-l biotinylie rtes 
angegebenen Mengen an TfpL, StrpL 
Adenovirus d!3l2 verwendet wurden. Die Zellen 
h nacb der Transfektion geemtet und die 
Lu ci f eraseaktivit S t g-essen Dxe « 

"-blasten- als 
zellprobe. Es zexgte sich ' 3 Effizienz transfiziert 

keine signifikante Abnahme (G8). Die 
Oder zeigte kexne sxg G 8-Zellinie 
Bildung von Myotuben ereignete sich bex der 
bei einer geringeren Frequenz, was zum Terl 



* 4 
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Fehlen einer nachweisbaren Abnahme der 
Leistungsf&higkeit in der dif ferenzierten Kultur 
verantwortlich sein kannte. Die Rolle der 
Wechselwirkung zwischen Transferrin und dem 
Transferrinrezeptor im DNA- Transport in diesen Zelltyp 
war nicht wesentlich. In alien vier ZellprSparationen 
fand nur schwacher DNA- Transport unter Verwendung von 
TfpL/DNA-Komplexen in Gegenwart von freiem Adenovirus 
dl312 statt (Spalten 1, 4, 7, 10). Bei Verwendung des 
gekoppelten Virus wurde die Leistungsf Shigkeit der 
Transfektion verstarkt (Spalten 2, 3, 5, 6, 8, 9, 11, 
12) . Beim Vergleich des mit Kombinations-Komplexen, 
enthaltend nur Virus und Polylysin/StrpL, erreichten 
Gentransfers mit den Ergebnissen, die mit Komplexen 
erhalten wurden f die Transferrin-Polylysin 
miteinschlieBen, ergab sich eine Zunahme der 
Leistungsf ahigkeit urn weniger als 1 log (vgl. z.B. Spur 
2, kein Transferrin, mit Spur 3, Transferrin). Die 
geringe Transfektion mit freiem Virus und die starke 
Transfektion mit gekoppelten Viruskomplexen sowohl in 
Gegenwart als auch in Abwesenheit von Transferrin- 
Polylysin lassen vermuten, dafl das Adenovirus bei 
diesen Zellen als Ligand dient und dafl ohne Kopplung 
das freie Virus in die Zellen zwar eindringen mag, 
jedoch der TfpL/DNA-Komplex nicht in produktivera AusmaB 
eintritt (die in diesem Beispiel verwendete pCMVL-DNA 
ist in der Figur mit pCLuc bezeichnet). 

b) Histochemische Analyse der 

TransfektionshSufigkeit in Myotuben 

C2C12 Myotubenkulturen (wie die Myoblasten in 6 cm 
Schalen ausgesfit, 5 x 105 Zellen, dif ferenziert in 
Myotuben) wurden hergestellt, wie in a) beschrieben. 
Bei den Proben mit freiem Virus wurde pCMVB-gal DNA (6 
pg) mit 8 ]ig TfpL in Gegenwart von 500 \il HBS 
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a /ion zellen in Gegenwart von 18 pi 
^plexier, una aen Zellen ^ ^ in 2 

Adenovirus 31312 (1 * gekoppeltem 
*L DM04/2 % FCS bergegeben Die -t 
virus wurden pCMVba« PNA 6 Pg 

7 « «P> «-S° ( r,"SS ;l PX= -» in SCO pi HBS. 
Adenovirus 41312 U * % FCS 

^ten — von 24 n „urden die 

der B-Galaktosidasealrtivlrat gefarbr. 

Bi e ^ Einklan9 

I „.„ der Transfektionen. bel denen 
^rrCorrergenproduKr Calebs a, , 

Genespression erbalten. wenn rreres Vxru 

wanrend die verbindung von Virus un 
h obes Genespresslonsniveau ergrbt Pee Vorh 
von blaugexMrbten vielkernigen 
erfolgreichen Transfer eines Gens rn dxese 
Srerenzierten zellen in Gegen»art von rreie. 
Adenovirus an. 

m . in primare Maus-Myoblasten- und 
C ) Transfer von DNA in primes 

Maus-Myotubenkulturen 

^ 10 ™ ske l von den beiden Hinterbeinen 
Die groBen Skeleirtmuskel von ^ 

einer 4 Wocben alten ^^jZ^ 

steril in PBS isolier* «nd xn ca. 5 diert , 

zerkleinert. Das Gewebe wurde xn 20 £ 

ca. 2 .in absetzen gelassen und Das 

abgesaug*. Dieses Wascben wurde3 «al w 

Oewebe wurde daraufbin - ; - ^ 2 

TryP sin/EDX A 0^*1 1 * Cew / ^ ^ ^ ^ 
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vorsichtigen RQhren inkubieren gelassen. Am Ende der 30 
minutigen Inkubation wurde das restliche Gewebe 
absetzen gelassen / der Oberstand entfemt und mit 5 ml 
DMEM + 20 % FCS gemischt. Die Inkubation mit Protease 
wurde 3-4 mal wiederholt, bis das Gewebe vollstandig 
dispergiert war. Die Zellsuspension wurde daraufhin 
durch ein Zellsieb (Falcon) geschickt, um Aggregate und 
Gewebsfragmente zu entfernen, und bei 500 x g 15 min 
lang zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml DMEM 
+ 20 % FCS resuspendiert und die Fibroblasten entfemt, 
indem die Zellen 60 min lang auf einer unbedeckten 
Gewebekulturschale mit 15 cm Durchmesser plattiert 
wurden. Die nicht haftenden Zellen. wurden dann 
vorsichtig entfernt und auf fUnf Laminin-beschichtete 
10 cm Gewebekultur schalen mit 15 ml DMEM + 20 % FCS pro 
Schale plattiert. Nach Erreichen der Konfluenz (ca. 1 
Woche spSter) wurden die Zellen trypsiniert und zu ca. 
1 x 106 Zellen pro Schale auf Laminin-beschichtete 6 cm 
Schalen replattiert. Um Myotubenkulturen zu bilden, 
wurde ca. 5 Tage spater (als die Zellen Konfluenz 
erreicht hatten) das Medium gegen DMEM + 2 % 
Pferdeserum gewechselt, und eine Woche spSter wurden 
Transfektionen durchgef Uhrt . Die Transfektion der 
Myoblastenkulturen wurde in 6 cm Schalen bei ca. 80 % 
Konfluenz vorgenommen. Die Laminin-beschichteten 
Zellkulturplatten wurden wie folgt hergestellt: 
Zellkulturschalen wurden mit 0.025 mg/ml Polylysin (MG 
30.000 - 70.000, Sigma) in sterilem Wasser 30 min lang 
bei Raumtemperatur beschichtet. Die Platten wurden 3 x 
mit sterilem Wasser gespiilt und luftgetrocknet . Dann 
wurden die Platten mit 8 pg/ml Laminin ( EHS, Sigma) in 
Wasser ttber Nacht bei Raumtemperatur beschichtet. Die 
Platten wurden dann 3 x vor dem Aussaen der Zellen 
gewaschen. 

Die fur die Transfektion verwendeten DNA-Komplexe 



ERSATZBLATT 



4 



PCT/EP92/02234 

WO 93/07283 

144 



o^-Llt indem die angegebene Menge 
wurden hergestell*, x otin vliertes Adenovirus 

^en/UV-ina^ierres ^ ^ ^ ^ 

d!312 <herge=«ll^ wie« zuge g*.n und 

verdOnn*. 1 P> StrpL » 1J* inkub ie rt wurde. 

— ? PrTcTnBS («0 ul,. -thread 6 

^aumn wurd^eder Pro teiflegete n und 

^chlieBend ^^J^.™ insert und 

— + 2 V't^ r^seanalyse geemtet. 
zellen 48 h spater fur die Zel i P robe ist in 

Die Luciferaseaktivitat der gesamten Zellpr 

Fig. 38 dargestellt. 



Beispiel 26 



j _ Trans fers mittels CELO-Virus in 
Verbesserung des Transter ect in-Liganden 

„ . wp-rwendung ernes Lecrm ^^a 
Myoblasten unter verwenuu a 

„ fcnalvse von Adenovirus dl3l2 und 
a) vergleicbende Analyse vo^ c2C12 . Myoblaste n 
CELO-Virus m HeLa-serren 

Heta-Zellen Oder c2C12-Myoblesten 
P^en von encoder HeLa ^ ^ 6 ^ ^ 

(5 „ 105 M- P»^ bezelchnet) . koaplesiert »lt 1 

'^1/7 « ^pHTu. . ,1 Hotinvliertes Adenovirus 
pg StrpL/7 ug MP" P par tikel pro ml). 

W12 <siehe Beispiel 15^ 1 (siehe BeiBpial 

oter 18 pi -f-^^" , trans *iziert. Nech 20 
24. 0.3 * 1012 Partrel pro 1 tet und fur 

stttndiger Inkubation wurden die ^^j^ 39 
die Luoiferaseaktivitatsmessung vorberertet. 
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zeigt die erhaltene Luciferaseaktivitat von jeder 
gesamten Zellprobe. 

Die Transfektion in HeLa- Zellen wurde unter Verwendung 
von human-Adenovirus dl312/StrpL/TfpL/DNA-Komplexen, 
die in die Zellen entweder iiber den Adenovirus-Rezeptor 
oder den Transferrin- Rezeptor eintreten k6nnen, oder 
von CELO-Virus/StrpL/TfpL/DNA-Komplexen, die Uber den 
Transferrin-Rezeptor eintreten kGnnen, mit 
vergleichbarer Effizienz durchgefiihrt. WShrend jedoch 
der Transfer von DNA in C2Cl2-Myoblasten mit Adenovirus 
dl312-Komplexen effizient durchgeftihrt werden konnte, 
funktionierten Komplexe rait CELO-Viren in diesen Zellen 
schlecht. FrUhere Beispiele haben gezeigt, daB der 
Transferrin- Rezeptor beim Transport von Kombinations- 
Komplexen in diese Zellen nur eine geringe Rolle 
spielt; vermutlich ist der Adenovirus-Rezeptor die 
Haupteintrittsstelle. Die schwache Aktivitat des CELO- 
Virus in Myoblasten dUrfte also auf eine schwache 
Bindung sowohl des CELO- Virus als auch von Transferrin 
an die C2C12-Myoblasten zuruckzuftihren sein. 

b) Verbesserung der Transfektion von C2Cl2-Myoblasten 
mit CELO-Virus unter Verwendung von 
Weizenkeimagglutinin als Ligand 

Aufgrund des schwachen Transports, der in a) erhalten 
wurde, wurde ein neuer Ligand als Ersatz ftir 
Transferrin ausgewahlt, nSmlich biotinyliertes 
Weizenkeimagglutinin ( 2 - 4 Mol Biotin pro Mol Protein; 
Boehringer Mannheim). Biotinyliertes CELO-Virus wurde 
hergestellt, wie bereits beschrieben. Komplexe, 
enthaltend 6 yg pCMVL plus die angegebenen Mengen 
StrpL, TfpL, biotinyliertes Weizenkeinagglutinin (WGA- 
B) und CELO-Virus wurden wie folgt hergestellt: Virus 
und WGA wurden zusammen in 150 pi HBS verdiinnt. StrpL 
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150 ul HBS verdiinnt, die beiden 
wurde ebenso xn 150 p ^ ^ Raunitemperatu r 

L6 sungen wurden in 10 0 pi HBS, wurde der 
inkubiert. Dxe DNA, vera 

W ei.eren 30 ul „b S der Mlschung 

Kinzugefugt ^* D±e Komplexe wurden den 

Kau.teuperatur xnkubxer*. ^ g cm Schale) in 2 

C2Cl2-Myoblasten (5 s spa ter wurden 

5 ml DMEM + 10 % FCS d ^^ w «ng 
spater ^ ^ (L±chteinheiten) in jeder 

pr *parxert. Dxe Wc 4Q dargestellt (die xn 

Gesamtzellprobe xst » L/ in de r Fig. 

diesem Beispiel verwendete DNA wa 

pCLuc bezeichnet)- 

„ virus wurde sehr schwacher mh- 
In ««-~* ~ ~ ohne WGfc erhaltan (Spaltan 

Kanafar sowohl m«a^ gekop paKa» CELO- 

!. 6). MaBigar Transfar war ^ 16faohe 

virus ar^tan tW'^" J BpleI entha^en war. 

M) ^ - r - :tr^r;r s an 

spaltan 3 and 4), wanren pansier 
sttpl i. (voa » ^ « « ieigen deutlloh , aaa 

leic&t stexgerte. Dxese * g C 2Cl2-Zellen 
WGA-B als Ligand den Transport von DNA 
mittels CELO-Viren verstarkt. 

Falrtor vill in C 2Cl2-Myoblasten- 
d) Expression von Faktor 
und Myotubenkulturen 

hergestellt, wxe o piasmids, 
wurden unter Verwendung von 6 pg exnes 
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enthaltend eine full length Faktor VIII cDNA (Wood et 
al., 1984; Eaton et al., 1986) und komplexiert gemSB 
der ublichen Komplexbildungsvorschrift mit 5 Oder 15 ]il 
biotinyliertem Adenovirus (wie angegeben) plus 0.5 oder 
1 pg strpL und 7 oder 6 pg TfpL, durchgefiihrt. 

Die DNA/Viruskomplexe wurden auf die Zellen in 2 % 
FCS/DMEM aufgebracht. Nach einer 4 stundigen Inkubation 
bei 37 °C wurden 3 ml frisches DMEM + 10 % FCS jeder 
Schale beigegeben. 18 h spater wurde das Medium 
geerntet und unter Verwendung eines COATEST (KABI, 
Pharmacia ) Testsystems mit einem intemationalen 
Standard als Referehz auf das Vorhandensein von Faktor 
VIII untersucht. Die Faktor VIII Mengen wurden als 
mUnits, gebildet in 24 h pro 1 x 106 Zellen, 
auf getragen ( Fig . 41 ) . 

Beispiel 27 

Verwendung von Adenovirus-Protein fur den DN A- Transport 

Adenovirus (Wildtyp 300) wurde in HeLa-Zellen 
geziichtet, gereinigt und, wie fur Adenovirus dl312 
beschrieben, biotinyliert . 1.2 ml des Virus wurde gegen 
3 x 300 ml 5 mM MES (2-(N-Morpholino)ethansulf onsaure) , 
1 irtM EDTA pH 6.25, 4°C, 18 h lang dialysiert. Das 
Material wurde daraufhin 30 min lang bei 27 K in einem 
SW60-Rotor zentrifugiert. Der tJberstand wurde 
vorsichtig entfemt, das Pellet in HBS/40 % Glyzerin 
resuspendiert. HEPES, pH 7.4 und NaCl wurden dem 
ttberstand zu 20 mM und 150 mM zugegeben und sowohl die 
Pellet- (enthaltend die viralen Core-Proteine und die 
Hauptmenge des Hexonkapsids; in Fig. 42 "core") als 
auch die Uberstandfraktionen (enthaltend die Vertices; 
in Fig. 42 "vertices") auf ihre DNA-Transportaktivit&t 
in. Movl3 Mausfibroblasten (Strauss und Jaenisch, 1992) 



ERSAT2BLATT 



WO 93/07283 



148 



PCT/EP92/02234 



Oder HeLa-Zellen untersucht. 

nNA wurde wie folgrt 
Di a n^^tfia-. -* ^ jeaer ration, 

zen triru g ieren Oder 
aufgebrochenes vrrns » « wie ^ 

ainam Bradford-Assay bestr-r) war ^ 

,ardann t . -^' i : 30 «er 
^rde daraufhin ragegeben gefo g ^ ^ 

Ration bai Ba-r^perator. J P^ PO« • ^ 

"pCLoo" basaichnat. warden rn 100 J* 

hinragefOgt- AbschlreBana uaiteren 30 minatlgen 

„BS baigegaban. nur ^ I£pl hargestellt 

Inku ba t ion. in dan «*«._ pCMVI . 

„. warden . P* ^LpUor —<«• ^ 

^ 330 ul HBS 30 am bai ***** P^ ^ ^ 

"^^^Lpl-n gegaban. 
v «d«nnr und dann zudan TfP^ ^ f % ^ 

MO. Proban «*» «^ 2 »i DMEM/X0 * 

Saiien in ainn - ^ Movl 3. Ki broblasran,. 

PCS (antwadar HeLa zallen ^thaltand 
gagaben. Dann wardan 5 ml *riscb ^ ^ 

10 * FCS. sagagabsn and dra Jallen 

sowohl fur HeLa-Zellen (Tafel , 
Fibroblast (Tafel B) dargestellt. 

< h -den Zelltypen fand eine dosisabhSngige Zunah*e 
Bei bexden in Verbi ndung mit der 

der DKA-Transferak^vx 

VertexfraKtion (Proben 4- - ^ virusprotei „ in 

„enn dieselbe Menge ^J^Z^ol^sin 
TfpL/DNA-Komplexen obJie Streptavi 

enthalten war, vmrde ein DNA-Transp beobachtet . 
untergrundwerten (Probe 3 auf jeder Tafel) 

ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



149 



Beispiel 28 

VerstSrkter Gentransf er bei Verwendung ternSrer DNA- 
Komplexe, enthaltend ein Galaktose-Ligendenkonjugat 

a) Ternare Komplexe, enthaltend ein Inf luenzapeptid- 
Konjugat 

Die Beispiele 13 und 14 haben gezeigt, daB Polylysin- 
konjugierte Peptide, die Sequenzen, abgeleitet vom N- 
Terminus der Inf luenzavirus-H&magglutinin HA-2- 
Untereinheit, enthalten, in DNA/Transferrin-Polylysin- 
Komplexen den Gentransf er mittels Transferrin-Polylysin 
wesentlich steigern. 

Es wurden Shnliche DNA-Kombinations-Komplexe, 
enthaltend das tetra-antennare Galaktose-Ligand- 
Polylysin-Konjugat und das Polylysin-modif izierte 
Influenzapeptid (hergestellt wie in Beispiel 6 bzw. 
13), hergestellt, indem das Liganden-Polylysin-Konjugat 
zur Plasmid-DNA pCMVL gegeben wurde, um die HSlfte der 
DNA-Ladung zu neutralisieren, und der Rest der Ladung 
verwendet wurde, um die Komplexe mit Influenzapeptid- 
Polylysin-Konjugat zu beladen. Der Transport dieser 
DNA-Komplexe, die den synthetischen Liganden (gal) 4 
enthielten, zu BNL CL.2 Hepatozyten (die Trans fektionen 
wurden durchgefuhrt, wie in Beispiel 6g) beschrieben) 
ergab eine Luciferasegenexpression (Fig. 43), die 
signifikant hoher war als die mit Transferrin als 
Ligand erhaltene Expression. Die Expression war mehr 
als 500 mal h6her als die Expression, die in 
Kontrollexperimenten mit DNA-Kbmplexen ohne 
Influenzapeptide, aber mit derselben Menge an Polylysin 
(Fig. 43) erhalten wurde. Die mit den DNA-Kombinations- 
Komplexen erhaltene Aktivitat war auch ca. 30 mal hOher 
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all -t PHV.galHpL-Koepleaen. »"» " 

Gegenwart von chloroguin insert warden. 

w Ternere Koepleae. enthaitend Adenovirus-Konjugar 

Die Kcplere warden wie ^TS^* - " 
hiotinyliertes Adenovirus dUU (he a 

^Zir It ein -u.de - ^ Jon . . 

L5sung von 3.8 pg igaJ-;*P" v 
„ Oder , ug ~ - « 

- • - ^r^etrr^—e and 

gegeben. Die folgenden ZellKuxru 

die Luciieraseasaaye ^,den durchgefuKrt. 

vorangegangenen Beiepielen beschnehen «- 

i„ Fig. 44 gezeigten Geneapreasionzwerte (nach 

erhalten. 



Beispiel 29 



Gsntxansfer in B-lyaphobleetoide B-zellen 
H^an-lg- und anti-huean-Xg-Pc ly ly=in-Kcn 3 uga,e warden 
L folgt hergeetelit, wobei die Kopplung analog 
CL-tLb—— Matnoden dnrch EinfOhrung von 
pisulfidbraeKen nach Modixizierung 1. Succnxexdyl 
pyridylditbio-propionat (SPPP. Jung at al., 
durchgefiihrt wurde: 

a) Herstellung von anti-huxnan-Ig-Polylysin 300- 
Konjugaten 
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Eine Losung von 2 mg Ziegen-anti~human-Ig (Southern 
Biotechnology Associates, Inc., Birmingham, AL, USA) in 
HBS (150 M NaCl, 20 mM HEPES, pH 7.8) wurde mit 14 pi 
5 mM ethanolischer L6sung von SPDP (Pharmacia) 
versetzt. Nach 10 h bei Raumtemperatur wurde uber eine 
GelsSule Sephadex G 25 filtiert (Eluens 100 mM HEPES- 
Puffer pH 7.3), wobei 1.3 mg anti-human-Ig, modifiziert 
mit 30 nMol Pyridyldithiopropionatresten, erhalten 
wurden. Poly(L)lysin 300 (durchschnittlicher 
Polymerisationsgrad von 300 Lysinresten (Sigma)), wurde 
analog mit SPDP modifiziert und durch Behandlung mit 
Dithiothreitol und nachfolgender Gelf iltration in die 
mit freien Mercaptogruppen modif izierte Form gebracht. 
Eine Ldsung von 12 nMol Polylysin 300, modifiziert mit 
29 nMol Mercaptogruppen, in 0.3 ml HBS wurde unter 
Sauerstof fausschluB mit oben angefiihrtem modif iziertem 
anti-human-Ig gemischt und uber Nacht bei 
Raumtemperatur stehen gelassen. Das Reaktionsgemisch 
wurde durch Zugabe von 5 M NaCl auf einen Gehalt von 
0.6 M NaCl gebracht. Die Isolierung der Kon jugate 
erfolgte durch Ionenaustauschchromatographie 
(Pharmacia, Mono S HR 5/5); nach Dialyse gegen 25 mM 
HEPES pH 7.3 wurden entsprechende Konjugate, bestehend 
aus 0.33 mg anti-human-Ig, modifiziert mit 4 nMol 
Polylysin 300 erhalten (molares VerhSltnis 1:2), 

b) Herstellung von human-IgG- Polylysin 300-Konjugaten 

Eine Lttsung von 19.5 mg (122 nMol) AntikOrper (Sigma I- 
4506) in, 2 ml HBS wurde mit 39 ]il 10 mM ethanolischer 
Losung von Succinimidyl-Pyridyldithio-propionat (SPDP, 
Pharmacia) versetzt. Nach 2.5 h bei Raumtemperatur 
wurde iiber eine GelsSule Sephadex G 25 f iltriert 
(Eluens 100 mM HEPES-Puffer pH 7.9), wobei 19 mg (119 
nMol) human-IgG, modifiziert mit 252 nMol 
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• nn^resten erhalten wurden. 
Pyridyldi-thiopropionatresten, 

Polyaarisationsgradvon 300 Ly^ Behandlung ««, 

analog 1* SPDP aodifrsrart und ltration in ale 

Dltti otnrairol und Form geb ra=ht. 

* ~ "rsrr^ 3oo. tt:r - 

Eine «js a wurde unter 

282 nMol Mercaptogruppen, in 1 ml « mQdifizierte m 

=r=rr -■====- 

stehan gslassen. Pas ^ic^ga^sch durch 

c m MaCl auf einen Gehalt von ca. u.u 
Tri" ^ aar Konjugata erfolgte duroh 
gebracht. Die Isollerung Pn armaeia, 50 mM 

xonanaustauachchra^ographxe ,„ono S ^ 

hefes P H 7.3. ^"^L^ecand. 
Dialysa gegan HBS pH 7.3 «u snrilcorpar. 

VerhSltnis 1:1.6)* 

o) Koi^laabildung und Trans fakrion 

Die Koalas, wurdan wia rolgt ^^ 12 partikel 
Morinvliartes Adenovrr, ,s d!312 3 £ 
pr o *> in 50 pi HBS wurdan ^ 
(800 ng) in 100 pi HBS ganrsoht naoh 3 

Poiyxys j B-lymphoblastoiden Zellen 

Jte (die Zellen wurden aus humanen per.pheren 
gegeben Id inunortalisieren mi* 

mononuklearen Blutzexj-e" . trfn , ig8 9 

Epstain Barr Virus, wis von Walls und Crawford. 1989. 
bLhriaben.. arhaltan und in Pla«an It 24 
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Vertiefungen in 1 ml RPMI 1640 + 2 % FCS gezuchtet). " 
Der weitere Vorgang der Zellkultur und die 
Luciferaseassays wurden durchgefiihrt wie fur die 
vorangegangenen Beispiele beschrieben. Die erhaltenen 
Genexpressionswerte (Luciferaseaktivitat in 
Lichteinheiten) ist in Fig. 45 dargestellt. 

Beispiel 30 

DNA-Transport mit Transferrin- Polylysin in Gegenwart 
von freiem und konjugiertem Rhinovirus 

a) Rhinovirus HRV-2 Praparationen 

Rhinovirus HRV-2 wurde hergestellt und gereinigt, wie 
von Skern et al., 1984, beschrieben. 

Eine 400 ]il LGsung von Rhinovirus (ca. 30 pg) in HBS 
(150 mM NaCl/5 mM HEPES pH 7.9)/10 % Glyzerin wurde mit 
10 nMol NHS-LC-Biotin (Pierce 21335) behandelt. Nach 3 
stundiger Inkubation bei Raumtejnperatur .wurde das Virus 
durch ausgedehnte Dialyse gegen HBS/40 % Glyzerin bei 
4°C von nicht eingebautem Biotin getrennt. 

Lichtempfindliches Rhinovirus, hergestellt durch 
ZUchtung des Virus in Gegenwart von Acridinorange, 
wurde, wie von Madshus et al., 1984, beschrieben, 
inaktiviert. 

b) Herstellung von DNA-Komplexen und Trans fektionen 
i) Transferrin-Polylysin/DNA-Komplexe wurden 
hergestellt, indem eine L6sung von 6 pg Plasmid-DNA 
pCMVL.in 330 pi HBS (150 mM NaCl, 20 mM HEPES pH 7.3) 
mit einer LSsung von 8 pg TfpL290 in 170 \il HBS 
gemischt wurde. Die DNA-Komplexe wurden mit 1.5 ml 
Medium (DMEM + 2 % FCS) und mit 0.14 \xg bis 3.5 pg 
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. s hrv-2 (Oder inaktiviertem HRV-2) gemischt. 
Khinovxrus HRV-2 (oa 3 _ Zellen aufgebracht 

Die Mischung wurde auf wurde das 

C300.000 Zellen pro 6 o* Schale >J£J (DMEM ♦ 

^ansfe^ionsraediura durch 4^~ ^ h 

10 % FCS) ersetzt. Die Zellen wu 
L auf Luciferaseaktivitat untersucht, wxe 

beschrieben (Fig. 46A). enthalte nd Transferrin- 

P0 l y l y sin- una Msun g von 

„ie fclgt hergestellt. sine 1 P ^ 

— T^7Z^^ — - 

-* 1 W> St f L t ^°^ ^ J, entsprechenden Anteilan 

gemischt, H.ch H ^ gemischt . 

LOsung nit 6 lig Plasmia inkub iert und dereuf 

welters 30 Bin bei Raumtempsratur inkuh 

• _ 1^0 ill HBS gemischt. Die dna 

■* 6 M i - < dmem * 2 % rcs) 

wie in i) beschrieben (Fig. 46B). 
Beispiel 31 

u =t« 7ellen rait Kombinations- 

„ Die DNA-Komplexe wurden hergestellt, 
Komplexbildung A). Die dm f ppus) ^ 

„ e1 . on „i Adenovirus dl312 ica. 
indem zuerst 30 pi aurohschnittl iche Ketteniange 

i pg Polylys*. Pi* 4=0 ( ^ ^ nach 

450 Moncmere) in 170 ul B 9 A in 170 pj. 

30 min hei ^ -u^ion von waiteren 

HBS .ersetst ^"^j^ ^ , vg «pL190 in 
30 .in oauer «urden dia Ko P KoBpleMnlsohll ng 
170 pi HBS gemischt. Em Aug"" 
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(10 % = 50 pi Losung, 600 ng DNA; Oder 1 % = 5 pi 
Losung, 60 ng DNA) wurde in 1.5 ml DMEM + 2 % FCS 
verdiinnt und 300.000 HeLa-Zellen beigegeben. Nach 4 h 
wurden 2 ml DMEM + 20 % FCS beigegeben. Zellernte nach 
24 h und Luciferaseassay wurden wie ublich 
durchgefuhrt. Die Luciferaseaktivitat entsprechend dem 
Gesamtextrakt betrug 29,115.000 Lichteinheiten (im Fall 
von 600 ng DNA) und 1,090.000 Lichteinheiten (im Fall 
von 60 ng DNA). 

Komplexbildung B) ( Kontrollexperiment ) : Die DNA- 
Komplexe wurden hergestellt, indem zuerst 6 pg pCMVL- 
DNA in 170 pi HBS mit 1 pg Polylysin pLys450 in 170 pi 
HBS und, nach 30 min bei Raumtemperatur, anschlieBend 
mit 9 pg TfpL190 in 170 pi HBS gemischt wurde. Nach 
einer Inkubation fur weitere 30 min Dauer wurden die 
Komplexe mit 30 pi Adenovirus dl312 (ca. 109 PFUs) 
versetzt. Ein Aliquot der Komplexmischung (10 % = 50 pi 
L5sung, 600 ng DNA; oder 1 % = 5 pi L6sung, 60 ng DNA) 
wurde in 1.5 ml DMEM + 2 % FCS verdiinnt und 300.000 
HeLa-Zellen beigegeben. Nach 4 h wurden 2 ml DMEM + 
20 % FCS beigegeben. Zellernte nach 24 h und 
Luclferaseassay wurden wie ublich durchgef iihrt . Die 
Luciferaseaktivitat entsprechend dem Gesamtextrakt 
betrug 405.000 Lichteinheiten (im Fall von 600 ng DNA) 
und 200 Lichteinheiten (im Fall von 60 ng DNA). 

Beispiel 32 

Lokale Verabreichung von DNA/Adenovirus/Transferrin- 
Polylysin-Komplexen in die Leber von Ratten 

a\ Direkte Injektion 

Die DNA-Komplexe wurden hergestellt, wie in Beispiel 19 
beschrieben. Sie enthielten 200 pi Adenovirus dl312, 



ERSATZ8LAXT 



PCT/EP92/02234 

WO 93/07283 

156 

... „ S-apatviain-Po^ain. « « ^^ML 

Cliche spraoue-D^ ey « ^ 4 . lange 
^ae *it martin °^^f InJel[tlon aar Ko„pla*a 

r:^-- - : r n a ~ 1Inken 

sei tli=hen Labariappan. Danach wuraa axe 
^parotomiawunaa schichwaisa varschlossen. 

Tr,-i^ktion der Komplexe xn 
Rtneranasthasxa get*^ una^ E , zeigte sich 

^ r ^; - - - - 

1,1011 j , ieB sich keine 

entfemten Leberantexlen HeB sicn 

Luciferaseaktivitat messen. 

b) verabreichung der Komplexe Ober das 
Gallengangsystem in die Leber 

HE t', .00 ut » 30 L lan, bai Ba-^pera^ 

Polylysin in 400 ul ^ 

««— *• TcnCl JLSS -aan 48 pg in 

aeigagaban. Nach * 1^ aar Konpiexe 

900 ul HBS zugegeben. Fur aie 

L£ .annlicha Spragua-Pawle, ««- <* « 

K«pargawich t > -* M ^in ^a -r, - ^ 

nlt eina* Maaianschnitt geoffnet. Dex^ 

d ie linRe Saita aas KBrpars galagt una « 

^ einan Sablaucn una e«l der 

- " t a^T:: ^rraa ^ - *. 
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einem Fibrinkleber (Immuno) versiegelt. Die Bauchwunde 
wurde mit Nahten und Metallklammern verschlossen. Nach 
30 h wurde die Ratte getdtet und Proben von 
verschiedenen Leberlappen auf Luciferaseexpression 
untersucht. Der Spitzenwert der Luciferaseaktivitat 
betrug 19.000 Lichteinheiten pro mg Protein; die 
berechnete Gesamtexpression in der ganzen Leber lag im 
Bereich von 2.7 x 10^ Lichteinheiten. 

Beispiel 33 

Verabreichung von DNA/Adenovirus/TfpL-Komplexen in die 
gestaute Schwanzvene von Mausen 

Die Komplexe wurden gebildet, wie in Beispiel 19 
beschrieben. Sie bestanden aus 45 ]xl Adenovirus dl312, 
0.8 pg Streptavidin-Polylysin, 6 \xg pCMVL und 24 pg 
mTfpL290 in einem Gesaratvolumen von 150 \il HBS. Die 
Komplexe wurden in die Schwanzvene einer mannlichen 
C3H/He Maus (Alter: 2 Monate) unter Anasthesie mit 
Avertin injiziert. Unmittelbar am Ende der Injektion 
wurde die Schwanzvene am proximalen und distalen 
Schwanzende komprimiert, so daB die KomplexlOsung 
wShrend der Zeit der Komprimierung (25 min) in dem 
injizierten Schwanzvenenabschnitt zurUckgehalten wurde 
und nicht mit dem Blut ausgeschwemmt werden konnte. 
48 h nach der Injektion wurde die Maus durch zervikale 
Dislokation getetet und die injizierte Schwanzvene 
prapariert. Die Expression von Lucif erase wurde im 
Homogenat des Schwanzvenenabschnittes gemessen. Es 
ergab sich dabei eine Lucif eraseaktivitat von 2.600 
Lichteinheiten/3 cm Schwanzvene. 

Beispiel 34 

Transfektion von primaren huraanen Melanomzellen 
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a) m i* .aenovirus-Pol^sin/Trans^in- 

Polylysin-Kombinations-Komplexen 

■ an , us einem chirurgisch 
Prin8 re »elano«ze °" U -* 
entremten Melanoe ^u-culturmediu* 1* 

aer ^ ^chan.sch in W , z.rt.Ht una 

5 % FCS 2mM Glutamm and *>«2>i ^ rIlcltt: . 
die Gewebsfragmente durch em st ^"* b * 
Esna cb wurden die «—U- T2S 
Ze„ t rirugarion und Peeuspension Xsolierung 

oe r Tumorzellen erf olgte die 

Kompleaen bestebend aus. 3 pi, » P ^ ^ 

Mot**!!— Adenovirus «WU * ^ ^ 

Stt Tt:T; — ^ 1 PS Streptavidln- 
snsatt Bit 27 ul M eesa-tvolumen von 

Polylvsin und 6 pg «^°^-tl- ^en die 

Zellen geemtet und die Luerfera 

<»— T£ rr^Uen in 

sir 1 - — - - — zeiien> - 

M W ansxeXtlon -it ^ovi^-Wy=W,o„ Jensitv 
Upcprotein-Polylyein-Koeninations-Komplexen 

l, Herstellung der LDL-Polylysin-Konjugate 

«*- MS 7 T " 1.139 MoleKulargewicnt 3.500.000, 
Lipoprotein, Srgma. L 2139, ^ ^ 

Partikeldurchmesser ca. 26 ■»> m 
143 pi einer 10 m etbanoliscben Wsung von SPDP 
(1 .43 peol; Pharmacia, versetzt «« 
Ra „„te»perator reagieren gel ^ ^ HBS ergab 
eine Sephade* 025 saule t U .M0 »> ^ -t 

3.2 ml einer Losung von ca. 10 mg u" 
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0.70 pmol Pyridyldithiopropionatresten. Die LGsung 
wurde mit 1.2 ml 5 M NaCl versetzt, urn bei der 
darauf folgenden Zugabe von Polylysin die sonst 
auftretende PrSzipitation zu verhindem. Poly(L)lysin 
mit durchschnittlicher Kettenlfinge von 300 Monomeren 
wurde wie beschrieben mit SPDP modifiziert und durch 
Behandlung mit Dithiothreitol und darauf folgende 
Gelfiltration in die mit Mercaptogruppen modifizierte 
Form gebracht. Die oben beschriebene modifizierte LDL- 
LGsung wurde mit der L6sung von 0.33 pmol Polylysin 
300, modifiziert mit 0.76 pmol Mercaptogruppen, in 4 ml 
2 M NaCl, 0.5 M HEPES, pH 7.9, unter Argon gemischt und 
48 h bei Raumtemperatur stehengelassen. Die 
Reaktionslosung wurde mit sterilem Wasser auf 32 ml 
verdtinnt (NaCl-Konzentration ca. 0.5 M) und durch 
Ionenaustauschchromatographie (Biorad Macroprep S, 10 x 
100 mm, 20 mM HEPES pH 7.3, Gradient von 0.2 -3 M 
NaCl) aufgetrennt. Die Produktfraktionen eluierten bei 
einer Salzkonzentration von 1.8 M - 2.2 M und wurden 
gepoolt. Nach Dialyse gegen HBS wurden Konjugate, 
bestehend aus 2.35- mg (3.4 nmol) LDL modifiziert mit 
190 nmol Polylysin (entspricht 7.5 mg der freien 
Polylysin-Basenform) erhalten. Dies entspricht einer 
durchschnittlichen Modif izierung der LDL-Partikel mit 
ca. 55 Polylysinketten. 

ii) Komplexbildung und Transfektion: 
18 ill biotinyliertes Adenovirus dl312 Preparation 
wurden mit HBS auf 100 pi Volumen verdunnt. 1.2 pg 
Streptavidin-Polylysin wurden mit HBS auf 100 pi 
Volumen eingestellt und mit den 100 ml 

Adenoviruspraparation gemischt. Nach 30 min wurden 1.50 
pi HBS mit 6 pg pCMVL dazugemischt . Nach weiteren 30 
min wurden 300 pi HBS mit 4 pg LDLpL ( Polylysingehalt 
20 pg) dazugegeben. Diese hergestellte L5sung wurde mit 
1.5 ml DMEM (10 % FCS) gemischt und zu 3 x 105 prim^ren 
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. on fherqestellt wie unter a) 
ntn^ «* >~eichnet,. die sicn 

luli ferase»essungen wurden -"^T'*, 2 u 
beschrieben. Die ^expression rst « 

— " -f tuicn™" — AdpL- 
Melanomzellen HMM1; samtliche ve 

ponder, angerOhrt ^ ^ AdpL- 

Mslanomzellen HMM4; samtliche ve 

^garen e S ^ e ^ 3 disu/xe 

SPSl r eS rS r^elfe Viruspr^ation,. xn 

Kompetition um den LDL-Rezep-co^ 
Gentransfereffizienz resultierte. 

Beispiel 35 

Transition von pri-aren Humanfibroblasten 

„ OT ane Haurbiopsien warden in sine . 

Antibiotika gegeben. ierkleinert und in 

ge „aschen "^Y^rypsinisiert und in neue 
Zeitdauer wurden die zellen ryp beinahe 

^"Ste " dSCsLsie^ und 

to : £ r b iI-' T "-n geiager*. - die 
gaforen brs zur Tt aufget aut, in 6 cm 

^feKtion ^ ^n^. entnaltend 2 * 
Petrischalen ausgesat una in »»» 
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Glutamin, 10 % FCS und Antibiotika gezlichtet. Die 
Kon jugate fttr die Trans fektion wurden wie folgt 
hergestellt: 3 pi, 10 pi, 20 pi und 30 pi 
biotinyliertes Adenovirus dl312 wurden mit 0.1 pg, 0.3 
pg, 0.5 .pg und 0.8 pg Polylysin-modif iziertem 
Streptavidin in 150 pi HBS 30 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Dann wurden 6 pg des Plasmids pCMVB-gal.in 
170 pi HBS beigegeben und die Mischung weitere 30 min 
inkubiert. Im letzten Schritt wurden 7.8 pg TfpL fur 
die Konjugate mit 3 pi dl312, 7 pg TfpL fur 10 pi dl312 
und 6 pg TfpL fur die Konjugate mit 20 pi und mit 30 pi 
dl312 in 170 pg HBS zugegeben. Nach einer 
Inkubationsdauer von 30 min wurden die Konjugate auf 
die Zellen in 2 ml DMEM, enthaltend 2 mM Glutamin, 2 % 
FCS und Antibiotika, aufgebracht und die Zellen 4 h 
lang bei 37 °C inkubiert. Dann wurde das Medium entfernt 
und die Kultur bei 37 °C mit DMEM, enthaltend 2 mM 
Glutamin, 10 % FCS und Antibiotika, fortgesetzt. Nach 
48 h wurde die Expression von B-Galaktosidase bestimmt, 
wie in den vorangegangenen Beispielen beschriebeh. 

Bei der Transfektion mit 3 pi dl312 zeigten 14 % der 
Zellen B-Galaktosidaseproduktion, bei 10 pi dl312 
wurden 32 % positive Zellen erhalten, mit 20 pi d!312 
waren 39 % und mit 30 pi dl312 waren 64 % der Zellen 
positiv. 

Beispiel 36 

Gentransfer in Atemwegsepithelzellen von Ratten in vivo 
mit Hilfe von Kombinations-Komplexen 

a) Herstellung von TfpL/AdpL-Kombinations-Komplexen 

Humantransferrin-Polylysin-DNA-Komplexe (hTfpL) wurden 
durch Kombination von 8 pg Transferrin-Polylysin (Serva 
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, K n „1 HBS (150 mM NaCl/20 mM HEPES pH 

7.3) nut 6 ug PCM™ inkubiert . Adenovirus- 

30 1» bei ^^^Cestell,, wie in Beispie! 

POlylySin rtreTCe Psoralen/UV-ina^iviertes 

19 C) beSChr ^; e : Die Kon^inations-Kcplexe 
Adenovirus ™de^Dxe ^ ^. spiel 23 

hTfpL/AdpL wurden gemaB der 
c) hergestellt. 

b) verabreichung der Ko^plexe in vivo Uber die 
intratracheale Route 

* Ratte Sigmodon hispidus 

m diase versus wurda dre ^ Mt , asfl 

( -Cotton Fat") var«endet von adenovital a 
si . ein geeignotes et 8l .. 19M ). Oie 

^-"r Met r^=l anasthesiert. Xacb sine. 
Tiere -T^^^Hen^e saite das Halses wurde 
Vertikalschaxtt m die ™" KO mple»e (250 bis 

oia Luftrdhre stumpf praparrsrt. Dra K P 

schraggalegten Tiers »3l««*- „ ^ aie 

Ti are duxch C02 getotet «- Pbospnat- 
en bloc naoh in situ Spillung mxt kalter P P 
^purferter Koobsaizldsung «PBS, geemtet. Fur dan 
Lixerasetest wurda das ™ g engewebe in 
• ^raktionspuffex ho~ogenisiart.diaW.ata 

Cesa^roteingebait ^^^T^. Die 
Lusiferssegenexpressron gamessan wra 

oesa.tprotain. erbelten aus d ^ flie 

H^ente wurden ^ * ^ 
Ergebnisse sind als Mitteiwerre - 
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Beispiel 37 

Gentransfer unter Verwendung nicht-viraler 
endosomolytischer Mittel 

a) Synthese von membranaufbrechenden Peptiden 

i) Peptidsynthese: 

Die Peptide wurden auf einem automat ischen Synthiziser 
(ABI 431A) mittels der Festphasenmethode unter 
Verwendung von p-Alkoxybenylalkoholharz (0.97 mMol/g) 
als feste Phase und Fmoc-geschtitzten Aminosauren. Die 
Carboxy-terminale Aminosfiure wurde iiber das 
symmetrische Anhydrid an das Harz gebunden. Die 
folgenden Aminos&uren wurden mittels der 1- 
Hydroxybenzotriazol-Dicyclohexylcarbodiimid-Methode 
gekoppelt. Es wurden folgende Seitenketten- 
Sbhutzgruppen verwendet: (Trt)Asn, (Trt)Cys [(t-Bu)Cys 
im Fall von EALA and GLF] , (t-Bu)Glu, (Trt )His, 
(t-Bu)Ser, *' 

Die Peptide wiesen die folgenden Sequenzen auf: 

EALA: (SEQ ID NO: 5) Trp Glu Ala Ala Leu Ala Glu Ala 

Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu His Leu Ala Glu Ala Leu Ala 
Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 

GLF (SEQ ID NO: 6) Gly Leu Phe Gly Ala Leu Ala Glu 

Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu His Leu Ala Glu Ala Leu 
Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 

GLF-II (SEQ ID NO: 7) Gly Leu Phe Gly Ala Leu Ala Glu 
Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala 
Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
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« ™ Mo-m GlY Leu Phe Glu Leu Ala Glu Ala 
GLF-delta (SEQ ID NO 8) » Ala Le u Ala 

Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala ^ ^ 

Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly 

^ ™» r zzz™zzzzz 

Phe lie Glu Asn Gly Trp Glu exy «» 

Phe xJ-e w Ser Qyg 

Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly 

Z Z Z 2 Z Z Z Z * G » - - 



Cys 



S^e«en-SOu« g ruPpen. ^ *^ ^ Festphase 
aur ch Behandlunj von 100 *g Pep 1/TMoaniso l/ 

— " ^Ttlal ^ l GLF wurden in eine» 

T'ZTZ* XOoTtJb ve^nnt un* we— •«* 
P H 8 geXost. *»f Hndeosil 500-5C4 SSule 

uovprse Phase HPLC aur en^j. 
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(Sephadex G-25, 100 mM TEAB, 0.5 mM EDTA) und 
Gefriertrocknen oder ionenaustauschchromatographie 
(Mono Q Pharmacia, 20 mM HEPES, pH 7.3, Gradient 0 bis 
3 M NaCl; das Peptid eluiert bei 1.5 M NaCl) gereinigt. 

ii) Modifikation mit N-(hydroxyethyl)maleimid 
Die C-terminale SH-Gruppe der Peptide GLF-delta, GLF- 
II, EALA-Inf, EALA-P50, P50 wurde nach der 
Gelfiltration (Sephadex G-25, 20 mM HEPES, pH 7.3, 0.5 
mM EDTA) von der freien SH-Form durch Reaktion mit 
einem 1.3- bis 10-fachen molaren OberschuS von N- 
(Hydroxyethyl)maleimid (1 h Raumtemperatur ) blockiert. 
ttberschussiges Maleimid wurde durch Gelfiltration 
(Sephadex G-25, 100 mM TEAB, pH 8) entfernt und die 
Peptide (GLF-delta-mal, GLF-II-mal,. EALA-Inf-mal, EALA- 
P50-mal, P50-mal) wurden nach Gefriertrocknen als 
Triethylammoniumsalz erhalten. 

iii) Modifikation mit 2 , 2 1 -Dithiobispyridin 
Die freien SH-Peptide wurden mit 10 Xquivalenten von 
2,2 f -Dithiobispyridin (20 mM HEPES, pH 7.9, 0.5 mM 
EDTA) uber Nacht bei Raumtemperatur reagieren gelassen. 
liber schussiges Reagens wurde durch Gelfiltration 
(Sephadex G-25, 100 mM TEAB, pH 8) oder 
Ionenaustauschchromatographie (Mono Q Pharmacia, 20 mM 
HEPES, pH 7.3, Gradient 0 bis 3 M NaCl; das Peptid 
eluiert bei 1.5 M NaCl) entfernt, urn die (2- 
Pyridylthio)-Cys-Peptide (GLF-delta-SSPy, GLF-II-SSPy, 
EALA-Inf-SSPy, EALA-P50-SSPy, P50-SSPy) zu erhalten. 

iv) Dimerisierung der Peptide 

Das Homodimer von P50 (P50 dim) wurde hergestellt, 
indem aquimolare Mengen von P50-Cys-( 2-Pyridylthio) und 
P50-Cys-SH in 20 mM HEPES, pH 7.3, 3 Tage lang bei 
Raumtemperatur reagieren gelassen wurden. Die 
Reaktionsmischung wurde auf einer Mono Q Saule getrennt 
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(BR - 5 /5 Pharaaeia. 20 *. HEPES P H 7.3. Graven* 0 .09 M 
L 3 M NaCl; das P50-Di«re eluierte bez 1^ « NaCl, . 
Da s Heterodin,er CLE-SS-P50 wurde analog duroh Reektzon 
das Peptide P50 (freie Meroaptoform) mit 
pyridylthiomodifizierte,, Peptid GLF hergestellt. 

b) Liposomen Leakage Assay 

D ie Fehigkeit dar synthetisohen Peptide, Liposome 
au£ zubre=hen, wurde anhand des *-«" tS J° D 
FiuoreSzenzfarbstoff aus Liposomes die ~* ~" 
sel bstausiesohenden Konzentration von Celcezn beladen 
sind. ge-essen. Die Liposomen wurden mittels der REV 
^hode ("reverse phase evaporation") (Szoke and 
Hethode ( revere p wSss rzgen Phase von 

Papahadjopoulos. 1978) mit einer 
100 * Caloein, 375 m Na*, 50 m NaCl, pH 7.3 
he rgestellt und durch ein 100 . Folyearbonetzzlter 
(MaoDonald et el., 1991) estrudiert. u» eine 
einheitliche GrdBenverteilung zu erhalten. Ore 
tiposo.en wurden duroh Gelfiltration au£ Sephades G 25 
J* eine* iso-os»otisehen Puffer (200 m NaCl, « ^ 
HEPES pH 7.3) von nioht-eingebautem Material getrennt. 

"» * ~ versohiedenen pH-Werten wurde 

<n 2 x Assaypuffer (400 mM 
die stammiesung (6 ul/sl) in .4 x z* 
Lei 40 « Na-citrat) verdOnnt. Ein Aliquot von 100 pi 

l 80 pi ainer serienverdunnung des Peptide xn 
^ er in einer Mikrotiterplatte eit 96 Vertiefungen 
gegeben ( Endkonzentration an Lipid: 25 uM, und bar 

600 ns, (Anragung bei 490 n»> »uf ainem 
Mikrotiterplatten-Fluoraszenaphoto B er naoh 30 mrn 
^atio'el R,u*te.peratur auf Caxoeinfluoreszenz 
untersucbt. Der Wert fur 100 % Leakage wurde duroh 
CaTe von 1 Pi einer 10 %igen Triton x-100 Losung 
SSten. Die Leakage-Einheiten warden ala Reziprokwert 
^^Idkonzentretion bereoh^t. bei der 50 % Leakage 
beobachtet wurde (d.h. das Voluman in pi 
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Liposomeniesung, die zu 50 % pro pg Peptid lysiert 
wird). Die Werte unter 20 Einheiten wurden 
extrapoliert. Die Ergebnisse des Liposomen Leakage 
Assays sind in Fig. 50 dargestellt. GLF und EALA 
zeigten die hSchste pH-spezif ische Aktivitat. 

c) Erythrozy ten- Lyse- Assay 

Frische Humanerythrozyten wurden mehrere Male mit HBS 
gewaschen und in 2 x Assaypuffer von geeignetem pH-Wert 
(300 mM NaCI, 30 mM Na-Citrat) bei einer Konzentration 
von 6.6 x 107/ml resuspendiert . Ein Aliquot von 75 pi 
wurde zu 75 pi einer Serienverdiinnung des Peptids in 
Wasser in einer Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen 
(Konus-Typ) gegeben und 1 h lang bei 37 °C unter 
konstantem Schutteln inkubiert. Nach Entfernung der 
nicht-lysierten Erythrozyten durch Zentrifugieren 
(1000 rcf, 5 min) wurden 100 pi des tJberstandes in eine 
neue Mikrotiterplatte tiberfiihrt xind die 
Hamoglobinabsorption bei 450 nm ( Unter grundkorrektur 
bei 750 nm) bestimmt. 100 % Lyse wurde durch Zugabe von 
1 pi einer 10 %igen Triton X-100 L6sung vor dem 
Zentrifugieren bestimmt. Die hamolytischen Einheiten 
wurden als Reziprokwert der Peptidkonzentration 
berechnet, bei der 50 % Leakage beobachtet wurde (d.h. 
das Volumen in pi der ErythrozytenlGsung, die zu 50 % 
pro pg Peptid lysiert wird ) . Die Werte unter 3 
hamolytischen Einheiten wurden extrapoliert. Die Werte 
sind in Fig. 51 wiedergegeben. Daraus ist ersichtlich, 
daS P50 dim und EALA-P50 die h5chste pH-spezif ische 
Aktivitat hinsichtlich der Lyse von Zellen und/oder der 
Freisetzung von groBeren Molekiilen wie Hamoglobin 
aufwiesen. Die P50-Monomeren P50mal und P50 SS-Py 
hatten niedrigere Aktivitat. Melittin zeigte die 
hbchste Aktivitat, die jedoch nicht spezifisch fiir 
sauren pH-Wert war. 
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d) Herstellung von DNA-Kornbinations.omplexen 

. „ QCtp1 i-t indem zuerst 6 pg 

- " t r in ISO ul BBS 

pCMVL-DNA in 150 jll HBS nut * P9 * 

pi hbs vers Peptid xn 

t ei Baueteeperarur 30 ,£ inkubiBrt . Di e 

100 Hi BBS zugegeben und welters 

op«J.ale Menge von endosoeolytischen »«-\™ r 

Vortirrarionen «t*-t. -bel die erMltene 

^stungsfaMgfceit des "-""^"^XT.. 

^Berar Volueen far die Koeplexherstellung (l.S 
HMvol-en) vergleiO*ere ^ ^\ eIsadhsn 

zeigte sich auch, daB auon a d 5lsaure 

amphipathischen Substanzen Desoxycholsaura 
den Transfer von DNA verstarken. 

e) Transfelction von Zellen 

zellen) wurden 1 bis 2 Tege vor 
6 . Schalen gezOchtet: (DMEM Mediue »t 10 % FCS . 
300.000 zellen/S^ele). Das Medium wurde entfernt und 
1.5 ml DMEM + 2 % FCS und 500 pi DHA-Kon-plese 
zugegeben. Alremeriv wurden 0.5 el DMEM . 6 % FCS und 
15 »1 D»*-Koeple«e verwender. Hacb 4 . — n 
„ 2 pi DMEM (18 % PCS, <^ , ^ DMEM 

fesrgesrellt. des ^ H r^-« - 

mit 10 % FCS ersetzt werden Kenn.^ Transfelrtlon , 
die Lucifereseassays wurden 24 b nacl. oe 
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wie beschrieben, vorgenommen. Die gezeigten Werte fur 
die Lichteinheiten stellen die 

GesamtluciferaseaktivitSt der transf izierten Zellen 
dar. Die Transf ektion von BNL CL.2 Hepatozyten ist in 
Fig. 52 dargestellt: 

Fig. 52A: Die DNA-Komplexe wurden hergestelit, indem 
zuerst 6 pg pCMVL-DNA in 250 pi HBS mit 4 pg TfpL290 in 
250 pi HBS gemischt und anschlieBend nach 30 min bei 
Raumtemperatur mit 20 pg Poly( L)lysin290 in 750 pi HBS 
versetzt wurden. Nach weiteren 30 min Inkubation bei 
Raumtemperatur wurden die angegebenen Mengen an 
Peptiden in 250 pi HBS zugegeben. Nach einer Inkubation 
von weiteren 30 min wurden die Komplexe mit 0.5 ml DMEM 
+ 6 % FCS versetzt und 450.000 Zellen beigegeben. 
Fig. 52B: Die DNA-Komplexe wurden hergestelit, indem 
zuerst 6 pg pCMVL-DNA in 500 pi HBS mit 4 pg TfpL290 in 
250 pi HBS gemischt und 30 min bei Raumtemperatur 
stehengelassen wurde. Eine 500 pi Lttsung von 20 pg 
Poly(L)lysin290 in HBS wurde mit den angegebenen Mengen 
an Peptiden in 250 pi HBS versetzt und sofort zu dex 
TfpL/DNA-Mischung gegeben. Nach weiteren 30 min 
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Komplexe mit 
0.5 ml DMEM + 6 % FCS versetzt und zu 450.000 Zellen 
gegeben. Die Zellernte 24 h nach der Transfektion und 
die Luciferaseassays wurden durchgeftthrt wie 
beschrieben. 

Die mit NIH 3T3-Zellen durchgefiihrten Experimente sind 
in Fig. 53 dargestellt. Die Herstellung der Komplexe A) 
und B) war dieselbe, wie flir die Transfektion von 
BNL CL.2-Zellen. 

In den Zellkulturexperimenten zeigten die Peptide P50 
dim und EALA-P50 die hGchste Aktivitat, EALA und GLF 
hatten mittlere Aktivitat, wahrend P50-Monomere und 
Melittin niedrige Aktivitat hatten. 
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Beispiel 38 



* nt P .r verwendung eines synthetischen nictt- 



Terminus 



~ fciso ID N0:4) Met Ala Gin Asp 
Ein Pep-tid der Sequenz (SEQ ID 

Em rep-"- val Lys Trp He He Asp 

lie He ser Thr He Gly Asp ^ 
Thr Val Asn Lys Phe Thr Lys Lys Lys Lys j Y 
Lys Lys Lys Lys wurde ^ 

bes ^ rr M:rr ^ r - s aur g eus5 . toxin (SEQ 

Dieses Peptxd xst vom P ^ ^ ^ 

XD NO:3) Met Ala «»*P ^ Asn Lys Phe Thr Lys 

^ 1 TZ7 - ^annt ist, daB es Spezifit** 

Lys abglBxte*. von dem saurem pH - W ert 

fur das Aufbrechen von Membranen oe 

w ^Ht-At indem dieses Peptid urn 10 
aufweist, abgeleitet, maem 

zusatzliohe Lysine veriangert wurde. 

Die DNA-Komplexe wurden "^^^J^Z 
pCMVL-DNA in 170 ul HBS mi* 4 p 3 T£pL290 xn 

— und To * HBS 

Kaumtemperatu, : -x* ca 3 £J ^ inkubat±on ^ 

.ersatz* £ Romplexe mit 1.5 ml DMEM ♦ 

Haumtemperatur wu^en „ epat ozy*en 

2 % "V ^ Tn burden 2 ml DMEM + 20 % PCS 
b6i9 T' D t lLTe 24 h naoh der TransfeKtion und 
zuge gehen. Die ^ ^ ^ wie in den 

die Messung der Luciiet 

««r,on Beisoielen durchgef uhrt . Die 

betrug 481.000 Lichteinheiten. 
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Beispiel 39 

Trans fekt ion von Hepatozyten in Gegenwart von Melittin- 
Peptiden mit einem Oligolysinschwanz am C-Terminus 

Peptide der Sequenzen (Richtung: N- zu C-Terminus > (SEQ 
ID NO: 12) Gly He Gly Ala Val Leu Lys Val Leu Thr Thr 
Gly Leu Pro Ala Leu He Ser Trp lie Lys Arg Lys Arg Gin 
Gin Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys (bezeichnet 
als mel 1) 

und (SEQ ID NO: 13) Gly He Gly Ala Val Leu Glu Val Leu 
Glu Thr Gly Leu Pro Ala Leu lie Ser Trp He Lys Arg Lys 
Arg Gin Gin Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys 
(saure Mutante, bezeichnet als mel 2) wurden 
synthetisiert, wie in Beispiel 38 beschrieben. 

Die DNA-Komplexe wurden hergestellt, indent zuerst 6 pg 
pCMVL-DNA in 170 pi HBS rait 4 pg TfpL290 in 170 pi HBS 
gemischt und anschlieBend nach 30 min bei 
Raumtemperatur mit ca. 3 pg Peptid mell Oder 5 pg mel2 
in 170 pi HBS versetzt wurde. Nach einer Inkubation von 
weiteren 30 min wurden die Komplexe mit 1.5 ml DMEM + 
2 % FCS gemischt und 450.000 BNL CL.2 Zellen, die 
geztichtet wurden wie in Beispiel 38, beigegeben. Die 
Zellemte 24 h nach der Transfektion und der 
Luciferasetest wurden wie beschrieben durchgefiihrt. Die 
Luciferaseaktivitat, bezogen auf den Gesamtextrakt, 
betrug 9*200 Lichteinheiten (im Fall von mell) und 
9.400 Lichteinheiten (im Falle von mel2). 

Beispiel 40 

Expression von Interferon alpha in HeLa- Zellen 

HeLa-Zellen (5 x 105 Zellen pro 6 cm Schale) wurden mit 
dem Plasmid pAD-CMVl-IFN transf iziert, das ftir humanes 
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En haneer/Pro*o*er-Se q uen kod e« < ^ ^ 

*» dae Hiridlll-Xbal IP^c-Insert *- *»" 
erhalten, inde* das Dra ln 330 pi 

BBS wurden mlt 8 re P rtengelass en. Die Prober. 

W n " 1 " ^ 6 u „d 7 J. ein Aliguot 

ein Inkubation wurde den Proben g ^ 

von pl6pL (20 P 9 > « "° £ ^ S - beigegeben . Naoh 
10 ein Aliquot von pltfs 290 ( 20 «>' x 

—en 30 ^ — ^^T^H «— • - 

Z'^X X- c- *— T p " - 

10) f rexes j^u, » we iteren 30 min 

Pl6pL siehe Beispxel 13). Nach we 

fli o proben auf HeLa-zeJ-xen j-* 
Inkubation wurden die Pro Iusa t Z lichen 
DMEM/2 * PCS in Gegenwart der folgena 
Ko»ponenten aufgebraeht: Oie Proben^ f£ 
enthielten 100 pM Chlorogum, die Proben 
^thielten 5 und 15 PI Adenovrru 

PaI tikel,1>. Probe ^ e£hiel ' fflr d ie 

Psoralen-inaktivierten vrrus. (Al ^ durctl 

Sti»lierung von -'ogener Interferon 

Menovirus wurden die Proben 11. 12 un ^ , 

von Virus wie in den Bersprelen 3 *™ 

2 h naoh der Transfektion wurden 5 1 rrrac 

D „EH ♦ 10 * PCS den zellen beigegeben 48 b naoh 

„ „ nn TFN-a durchgeftttirt, wxe xn 
ZU r Bestxrcmung von IFN a 9 ^ ng/ml) 

DE 40 21 917 A beschrxeben. Die ira 
sind in Fig. 54 dargestellt. 

in Obereinstinunung ait den frOner *~£L~- oder 
Beobachtungen, die bei Verwendung von Lucxfera 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



173 

B-Galaktosidase-Reportergenen gemacht wurden, 
funktionierte TfpL nur schwach beim Transfer des IFN- 
Gens in diese Zellen. Die Gegenwart von Chloroquin 
erzeugte ein nachweisbares Signal (ca. 7 ng/ml, Probe 
2), Adenovirus dl312 stimulierte hingegen den DNA- 
Transfer in dosisabhSngiger Weise (Proben 3 und 4). Die 
Behandlung dieser Zellen mit vergleichbaren Mengen von 
Virus in Abwesenheit von IFN-DNA-Komplexen ergab kein 
nachweisbares IFN-Signal (Proben 11 und 12). Die 
Transfektion mit dem synthetischen, vom Inf luenzapeptid 
abgeleiteten endosomolytischen Peptid PI 6 (siehe 
Beispiel 13) als Konjugat (Proben 6 und 7) oder als 
ionisch an die Oberfiache von TfpL/DNA-Komplexen 
gebundenes Peptid (Proben 8, 9 und 10, zur Bindung der 
Peptide siehe Beispiel 37) erzeugte nachweisbare 
Inter feronprodukt ion, die mit dem Peptidkonjugat in 
Gegenwart von Chloroquin (Probe 7) verst&rkt wurde. 
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Tab. 1A 
Transfektionsmethoden 
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Tab. IB 
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Tab- 2A 
Membranaktive Proteine 
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Tab. 2C 
Membranaktive Peptide 
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Tab. 3 

t Transfektion von BNL CL.2 Zellen 

(6 pg pCMV-L DNA, 4 pg TfpL290) 
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SEQUENZLISTE 



TITEL DER ERINDUNG: Zusammensetzung fur das 
( Einbringen von Nukleinsaure-Komplexen in 

hOhere eukaryotische Zellen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 13 

(iv) COMPUTER READABLE FORM: 

(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

^u; , ui n Version #1-25 

( D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, ver 

(EPO) 



(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO:l: 

(i) SEQUENZCHARAKTERIS IERUNG : 

(A) LANGE: 23 Aminosauren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:l: 

T -. »i a riv Phe He Glu Asn Gly Trp 
Gly Leu Phe Glu Ala He Ala Gly P*e xx 
2 m 10 



1 5 



Glu Gly Met He Asp Gly Gly Gly Cys 

20 



15 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:2: 

(1) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 23 AminosSuren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Gly Leu Phe Gly Ala lie Ala Gly Phe He Glu Asn Gly Trp 
1 5 10 

Glu Gly Met He Asp Gly Gly Gly Cys 
15 20 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 26 AminosSuren 

(B) TYP: Aminos&ure 

(G) STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEICOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Met Ala Gin Asp He He Ser Thr He Gly Asp Leu Val Lys 

1 5 10 

Trp He He Asp Thr Val Asn Lys Phe Thr Lys Lys 

15 20 25 
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(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO:4: 

(i) sequenzcharakterisierung: 

(A) LANGE: 36 Aminosauren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:4: 

Met Ala Gin Asp He He Ser Tbr He Gly Asp Leu Val Lys 

Trp lie lie Asp L val Asn L y s Phe Tbr Lys Lys Lys Lys 

15 20 

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys 

30 35 

(2) INFORMATION FIJR SEQ ID NO:5: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 34 Aminos auren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Trp oiu Ala Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala 
L His Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu 
15 20 
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Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
30 

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 6: 

(1) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANCE: 35 Aminosauren 

(B) TYP: AminosSure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Gly Leu Phe Gly Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu 
1 5 10 

Ala Glu His Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu' Ala Leu Glu Ala 
15 20 25 

Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
30 35 

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LXNGE: 35 AminosSuren 

(B) TYP: AminosSure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
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. la Glu Aia Leu Ala Glu Ala Leu 
Gly Leu Phe Gly Ala Leu Ala Glu Ala ^ 

1 L Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala 

Ala Glu Ala Leu Ala Glu Axa u 

15 20 
Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 

35 

30 



25 



(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO:8: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 34 Aminosauren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C ) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:8: 

Gly L eu P,e Glu Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala 
Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu 
15 

Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
30 



(2) INFORMATION FUR SEQ ID N0:9: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 34 Aminosauren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 
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(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Gly Leu Phe Gly Ala He Ala Gly Phe He Glu Asn Gly Trp 
1 * 5 10 

Glu Gly Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu 
15 20 25 

Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
30 

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 10: 

(1) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 34 Aminosauren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Elnzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi.) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Gly Leu Phe Glu Ala He Glu Gly Phe He Glu Asn Gly Trp 
1 5 10 

Glu Gly Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu 
15 20 25 

Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
30 

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 11: 

( i ) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG : 
(A) LANGE: 23 Aminosauren 
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(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(«±) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:ll: 

n1 ... Ile giu Gly Phe He Glu Asn Gly Trp 
Gly Leu Phe Glu Ala lie w« * 

5 

Glu Gly Met He Asp Gly Gly Gly Cys 
15 20 

(2 ) INFORMATION FUR SEQ ID N0:12: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 36 Aminosauren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(x±) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:12: 

Gly lie Gly Ala Val Leu Lys Val Leu Tbr Tbr Gly Leu Pro 



1 



5 



Ala Leu He Ser Trp 



lie Lys Arg Lys Arg Gin Gin Lys Lys 



20 25 



Lvs Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys 
30 35 



(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO:13: 
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(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 36 Arainosauren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Gly He Gly Ala Val Leu Glu Val Leu Glu Thr Gly Leu Pro 
1 5 10 

Ala Leu He Ser Trp He Lys Arg Lys Arg Gin Gin Lys Lys 
15 20 25 

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys 
30 35 
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Patentanspruche 



3. 



4. 



5. 



Zusan^ensetzung « die Transition von haheren 
eukaryotischen Zellen mit einem Komple* aus 
euKaryo Nuk ieinsaure-af finer Substanz, 

Nukleinsaure und Nukieinsau* 

die gegebenenf alls mit einem 
Xntemalisierungsfaktor fur diese Zellen 

Xonjugiert ist, dadurch **~^^'J? 
ein Mittel enthalt, das die FShigkext hat, 
entweder per se oder als Bestandteil des 
M,,kieinsaure-Komplexes, in die die zu 
Z^ZL^ ^Uen auigenc^en zu weraen una 
^TxLx* aer Enaoscen. in aenen aer Kc^ie* 
„L Ein«i« in aie ZeXle ICcalisier* i«. xns 
zvtoplasma freizusetzen. 
Z^nensetzung nach Anspruch 1, dadurch 

. . net daS das endosomolytische Mittel 
gekennzeichnet, aa» aas> 

Ln Virus Oder eine Viruskomponente 1st, das bzw. 
Tie peTse ein internalisierungsfaktor fur die 
Zellen 1st. 

2u sa»*.ense«ung nach Anspruch 1, aacurch 
geKennseichnet, aaB aas enacscoly«sche «ittel 
eine HuKieinsSure-Binaungsdc.nSne hat oaer en eine 
^einsSure-arfine Suhstans gehunaen ist una die 
XLit aufweist. in aie Zelien als Bestanateil 
a^ugaVHu.ieins.ure-^es au £g enc»en su 
weraen, wobei aer Konipler zusatzlrch 
^ehenenrelis einen InterneUsierungsfaRtor fur 

die Zellen enthSlt. 

zusan-ensetzung nach Anspruch 3. daaurch 
g eKennzeichnet. aaB a=s W-* 
Lalent an eine Mu *leinsaure-ef £ ine Substanz 

qebunden 1st. 

zusanunensetzung nach Anspruch 3. daaurch 
gesennzeichnet. daS aas -dosc-nclytische Mr«eX 
Lcht-kovalent an aie Nukleinsaure-affine Substanz 
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gebunden ist. • 

6. Zusanunensetzung nach Anspruch 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Bindung iiber eine Biotin- 
Streptavidin-Brttcke erfolgt. 

7. Zusanunensetzung nach Anspruch 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Bindung ionisch erfolgt. 

8. Zusanunensetzung nach Anspruch 3 / dadurch 
gekennzeichnet, daB das endosomolytische Mittel an 
die NukleinsSure-affine Substanz direkt ttber eine 
NukleinsSure-Bindungsdomane gebunden ist. 

9. Zusanunensetzung nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB das endosomolytische Mittel 
ein Virus oder eine Viruskomponente ist. 

10. Zusammensetzung nach Anspruch 2 oder 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB das endosomolytische Mittel 
ein Adenovirus ist. 

11. Zusanunensetzung nach Anspruch 10, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Adenovirus eine Mutante 
ist. 

12. Zusanunensetzung nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Adenovirus eine 
replikationsinkompetente Mutante ist. 

13. Zusanunensetzung nach Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Adenovirus eine oder 
mehrere Mutationen und/oder Deletionen in der E1A- 
Region aufweist. 

14. Zusanunensetzung nach Anspruch 10, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Adenovirus inaktiviert 
1st. 

15. Zusammensetzung nach Anspruch 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Adenovirus durch 
kurzwelliges UV inaktiviert ist. 

16. \ Zusammensetzung nach Anspruch 14, dadurch 

gekennzeichnet, daB das Adenovirus durch 
UV/Psoralen inaktiviert ist. 

17. Zusammensetzung nach Anspruch 14, dadurch 
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18. 



19. 



gekennzeichnet. daB das Adenovirus duxch 
Formaldehyd inaktiviert 1st. 
Zus a™ensetzung nach Anspruch 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB dia virusKcponente aua ezne* 
Oder -ehreren Menevirusprcrelnen be 3 tehr 
Susa^ensetzung nach Anspruch 2 Oder 

t das Virus ein picornavirus 

gekennzeichnet, daB das viiu 

„ zusl-nenserzung naon Anspruch 19. daduroh 
gekennzeichnet. daB das Picornavirus era 
gegebenenfalls inaktiviertes. Bhznovxrus zst. 

^nfrrr-elusierangs^or . die 

zt^en ist. and daB der Nukleinsaure- K o,» P le* 

ouBaroe. elnen xntemalisierungsfaktor far diss. 

zelle enthalt. der an alna Hukleinsaure-affzne 

Substanz gebunden ist. 
, 2 2usa »ansatzung nach Anspruch 21. daduroh 
.2. zusa— enao so»olytischa Mzttel 

gekennzeichnet, naa rt bzw . 

ein Virus Oder eine viruskomponente zst. das bzw. 

aie kein internalisierungsfaktor fur eine 

menschliche Zelle ist. 
23 ZusaBmensetzung nach Anspruch 22. 

gekennzeichnet. daB das endosoaolytzsche Mlttel 

ein Virus ist. des zur eine Spezies verschzeden 

»om Menschen infektios ist. 
24 . zu saan,ensetzun, nach Anspruch 23. *f«* 

gekennzeichnet. daB das Virus ein ^ 
25 Lsaamensetzung nach Anspruoh 24. 

gekennzeichnet. daB das Adenovirus ezn vogel- 

Adenovirus ist. 

26 . zusanunensetzung nach Anspruoh 25, 
gekennzeichnet, daB das Adenovirus das Chxck 
Embryo Lethal Orphan Virus ist. 

27 . ZuS anunensetzung nach Anspruoh 21, daduroh 
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gekennzeichnet, daB das endosomolytische Hittel 
ein, gegebenenfalls modifiziertes, 
endosomolytisches virales Peptid ist. 
28- Zusammensetzung nach Anspruch 27, dadurch 

gekennzeichnet, daB das endosomolytische Peptid 
ein Influenza-Hamagglutinin HA2-Peptid ist. 

29. Zusammensetzung nach Anspruch 28, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid die Sequenz Gly- 
Leu-Phe-Glu-Ala-Ile-Ala-Gly-Phe-Ile-Glu-Asn-Gly- 
Trp-Glu-Gly-Met-Ile-Asp-Gly-Gly-Gly-Cys hat. 

30. Zusammensetzung nach Anspruch 28, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid die Sequenz Gly- 
Leu-Phe-Gly-Ala-He-Ala-Gly-Phe-He-Glu-Asn-Gly- 
Trp-Glu-Gly-Met-Ile-Asp-Gly-Gly-Gly-Cys hat. 

31. Zusammensetzung nach Anspruch 21, dadurch 
gekennzeichnet, daB das endosomolytische Mittel 
ein nicht- virales, gegebenenfalls modifiziertes, 
nattirliches Oder synthetisches Peptid ist. 

32. . Zusammensetzung nach Anspruch 31, dadurch 

gekennzeichnet, daB das Peptid die Sequenz Gly 
Leu Phe Glu Ala lie Glu Gly Phe He Glu Asn Gly 
Trp Glu Gly Met He Asp Gly Gly Gly Cys aufweist. 

33. Zusammensetzung nach Anspruch 31, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid ein Homo- Oder 
Heterodimer des in Anspruch 32 definierten Peptids 
ist. 

34. Zusammensetzung nach Anspruch 33, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid ein Homodimer ist. 

35. Zusammensetzung nach Anspruch 33, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid ein Heterodimer 
ist, das die Sequenz Gly Leu Phe Glu Ala He Glu 
Gly Phe He Glu Asn Gly Trp Glu Gly Leu Ala Glu 
Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly 
Gly Ser Cys aufweist. 

36. Zusammensetzung nach Anspruch 31, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid die Sequenz Trp 
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38. 



39. 



40. 



41. 



42. 



43. 



44. 



45. 



46. 
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Ala Glu His Leu Ala Glu AJ-a 

, *i = riv Glv Ser Cys aufweist. 
Glu Ala Leu Ala Ala Gly Giy ^ y 

narh AnsDruch 31, dadurch 
Zusammensetzung nach Ansprucx 

ge)t ennzelchne*. daB das Peprid die Seguen Giy 
Lu Phe Giy Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala 

Leu GXu AJ-a dadurch 
zu sanu»ense«ung nach Anspruch 27 Oder 31. 
gek ennzeichner. daB das Pepcid eina KuKlernsSure 
Bindungsdomane aufwelsr. 

Zusa™nense«ung nach Anspruch 38. dadurch 
gekennzeichnec. daB das Peptid aine 
Oligolysinverlengerun, a , durch 
zusa^ensetzung nach Anspruch 3 odar 21 " 
g e™ichnet. daB dar mtemalisrerungsfakrcr 

Transferrin ist. *=durch 
z„sa™,ensel=*un g nach Anspruch 3 cder 21 dadurch 
g e k ennzelchnet. daB dar mremalisierungsfaKtcr 

iT^Zr^Z^ 3 cder 21. dadurch 
gLnnzeichne*. daB dar Intemalislarungs^tor 
ein Ligand fur B-2ellen 1st. 
Zusa^enserzung nach Anspruch 42. 
g e*ennzeichnet. daB dar mtemalisrerungsfaKror 

ein Immunglobulin ist. 

zusa^nensetzung nach Anspruch 42. dadurch 
gekennzeichnet. daB dar Ligand ain antz- 

I.ra.unglobulin 1st. dadurch 
Zusanmenserzung nach Anspruch 3 cdar 21 ■ 
getennzelchnet, daB dar InremaliszerungsfsKtcr 
ein Ligand fur Hepatozyten ist. 
Zusananensetzung nach Anspruch 45. **** 

geKennzeichnet, daB der l^™ 1 " 1 ^ 9 ^^ 
L Ligand fur den Asialoglyfccproteznrezeptor ist 

Zusa^ensetzung nach Anspruch 46. dadurch 
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gekennzeichnet, daS der Intemalisierungsf aktor 

ein Tetragalaktose-Polylysin ist. 
* 48. Zusammensetzung nach Anspruch 3 oder 21, dadurch 

gekennzeichnet, daB der Intemalisierungsf aktor 
? ein Lectin ist. 

49. Zusammensetzung nach Anspruch 3 oder 21, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Intemalisierungsf aktor 
ein Low Density Lipoprotein ist. 

50. Komplex als Bestandteil einer Zusammensetzung nach 
einera der Ansprttche 3 bis 49, dadurch 
gekennzeichnet, daB er eine oder mehrere in der 
Zelle zu exprimierende NukleinsSuren, ein 
endosomolytisches Mittel, das von sich aus eine 
NukleinsSure-Bindungsdom&ne aufweist oder an eine 
Nukleins&ure-affine Substanz gebunden ist f und 
gegebenenfalls auBerdem einen 

Intemalisierungsf aktor, der an eine NukleinsSure- 
affine Substanz gebunden ist, enthait. 

51. Komplex nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, 
daB er eine therapeutisch aktive Nukleins&ure 
enthSlt. 

52. Komplex nach Anspruch 51, dadurch gekennzeichnet, 
daB die NukleinsSure aus einem oder mehreren 
gentherapeutisch wirksamen DNA-Molekttlen besteht. 

53. Komplex nach Anspruch 52, dadurch gekennzeichnet, 
daB die DNA-Molekule fur Zytokine kodieren. 

54. Komplex nach Anspruch 51, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nukleinsaure eine Nukleotidsequenz 
enthSlt, von der RNA-MolekUle transkribiert 

t werden, die spezifisch Zellfunktionen inhibieren. 

55. Komplex nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nukleinsaure-af f ine Substanz ein 
organisches Polykation ist. 

56. Komplex nach Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, 
daB Polykation Polylysin ist. 

57. Komplex nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, 
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58. 



59. 



60. 



61. 

62. 

63. 

64. 
65. 

66. 

67. 
68. 



da B das endosomolytische Mitt* und der 
Xnternalisierungsf aktor beide an dieselbe 
Nukleinsaure-affine Substanz gebunden ^nd 
Keflex nach Anspruch 57, dadurch gekennze.chnet, 
d aB das endosomolytische Mittel und der 
Intemalisierungsfafctor an Polylysin gebunden 

Kom^es nach Anspruch 58, dadurch gekennzeichnet, 
aaS er auBerdem nicht-kovalent gebundenes 
Polylysin enthSlt. 

Konjugat als Bestandteil eines Komplezes nach 
einem der Anspruche 50 bis 59. dadurch 
geKennzeichnet. daB das Konjugat aus ««V_. 
Ldosamolytischa. Mittel und einar Nukla.ns.ure 

^-F-Finen Substanz besteht. 

nach Anspruch 60. dadurch ge—xchnet. 
Tan das endosomolytische Mitral Kovalent an erne 
Nuk leins3ure-aftine Substanz gabundan ist. 
Konlueat nach Anspruch 60. dadurch gekennzerchnet. 
Z Z endosomolytische Mittal nicht-fcovalent an 
eina Nukleinsaura-affine Substanz gebunden ist^ 
Kon 3 ugat nach Anspruch 62. dadurch geXennzexehnet. 
asB die Bindung uber aina Biotin-Streptavrdrn- 

Konjugat nach Anspruch 62. dadurch geKennzeichnet. 
daB die Bindung ionisch erfolgt. .^ hMt 
Konjugat nach Anspruch 60. dadurch geKennzeichnet. 
aaB das endosomolytische Mittel ein virus Oder 
eine viruskomponente 1st. 

Konjugat nach Anspruch 65. dadurch geXennzercnnet. 
w i endosomolytische Mittel ein Aaenovrrus 

Ko^ugat nach Anspruch 66, dadurch gakennzeichnet. 
deB das Adenovirus eine Mutante rat. 
Konjugat nach Anspruch 67. dadurch geKennzezchnet. 
aaB das Adenovirus eine repliKationsinKompetente 
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Mutante ist. 

69. Konjugat nach Anspruch 68, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Adenovirus eine Oder mehr Mutationen 
und/oder Deletionen in der ElA-Region aufweist. 

70. Konjugat nach Anspruch 66 , dadurch gekennzeichnet, 
daB das Adenovirus inaktiviert ist. 

71. Konjugat nach Anspruch 70, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Adenovirus durch kurzwelliges UV 
inaktiviert ist. 

72. Konjugat nach Anspruch 70, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Adenovirus durch UV/Psoralen inaktiviert 
ist. 

73. Konjugat nach Anspruch 70, dadurch gekennzeichnet, 
daB Adenovirus durch Formaldehyd inaktiviert ist. 

74. Konjugat nach Anspruch 65, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Viruskomponente aus einera oder mehreren 
Adenovirusproteinen besteht. 

75. Konjugat nach Anspruch 65, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Virus ein Picornavirus ist. 

76. Konjugat nach Anspruch 75, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Virus ein, gegebenenfalls inaktiviertes , 
Rhinovirus ist. 

77. Konjugat nach Anspruch 60, dadurch gekennzeichnet, 
daB das endosomolytische Mittel nicht per se ein 
Internalisierungsfaktor fur die zu transf izierende 
Zelle ist. 

78. Konjugat nach Anspruch 77, dadurch gekennzeichnet, 
daB das endosomolytische Mittel ein Virus oder 
eine Viruskomponente ist, das bzw. die kein 
Internalisierungsfaktor fur eine humane Zelle ist, 

79. Konjugat nach Anspruch 78, dadurch gekennzeichnet, 
daB das endosomolytische Mittel ein Virus ist, das 
far eine Spezies verschieden vom Menschen 
infektifcs ist. 

80. Konjugat nach Anspruch 79, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Virus ein Adenovirus ist. 
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Konjugat nach Anspruch 80. dadurch S e*ann*eichnet. 

r r." - — — ° rphan 

Virus ist. aadurch gekennzeichnet, 

Konjugar -* ein gagehensnralXs 

84. - -r* h — err* 

doB das endoscnolytische Pepcid ein 

^agglutinin H^ 1 ^^ gakeI ™elchnet. 

85. Konjugat nach Anspruch 84 dadur g 

aa* aas Peptid -,a- y_ - Glu . Gly . Met . 

Ile-Ala-Gly-Phe-Ile-Glu Asn v*xy 

i le -Asp- G iy-Giy-^ zeichnet . 

86. Kcnjugat nach Anspruch 84 dadu 0 

aaB das Peptid die Seguenr G£ _™ Glu . G1 *. Met - 
Ile-Ala-Gly-Phe-Ila-Glu-Asn-Gly Trp G 

Ue-Aep-Gly-Gly-Gly-Cys hat. zeichnet , 

daB aas en .. f< , lerteB natttrliches oder 

gegebenenfalls modifiziertes nax 

synthetisches Peptid ist. gekennzeic hnet, 

88. Konjugat nach Anspruch 87 dadur fl ^ 
daB das Peptid die Sequenz Gly Leu P 

He Glu Gly Phe He Glu Asn Gly Trp Glu Gly 

Xle asp Gly Gly Gly C*s aufwei^ ^ 

89. Kon^ugat nach Anspruch 87 ff^J des in 
daB das Peptid ein Homo- oder Heterocx 
Anspruch 88 definierten Peptids ist. 

Ansp ,„ H pa dadurch gekennzeichnet, 

90. Konjugat nach Anspruch 89, daflurcn y 

a^r H S q PeDtid ein Homodimer xst. 
„ ZZ t nach Anspruch 89. dadurch geKennreichnet. 

asanas Peptid ain ~ ~ ~ ^ 

Seouenz Gly Leu Phe Glu Ala He Giu 
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Glu Asn Gly Trp Glu Gly Leu Ala Glu Ala Leu Ala 
Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
aufweist. 

92. Konjugat nach Anspruch 87 , dadurch gekennzeichnet, 
daB das Peptid die Sequenz Trp Glu. Ala Ala Leu 
Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu His Leu 
Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala 
Ala Gly Gly Ser Cys aufweist. 

93. Konjugat nach Anspruch 87, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Peptid die Sequenz Gly Leu Phe Gly Ala 
Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu His 
Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu 
Ala Ala Gly Gly Ser Cys aufweist. 

94. Konjugat nach Anspruch 87, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Peptid eine NukleinsSure-BindungsdomSne 
aufweist. 

95. Konjugat nach Anspruch 94, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Peptid eine OligolysinverlSngerung 
aufweist. 

96. Endosomolytisches Peptid, geeignet als Bestandteil 
der Zusammensetzung nach Anspruch 38, dadurch 
gekennzeichnet, daB es eine endosomolytische 
Domane und eine NukleinsSure-Bindungsdomane hat. 

97. Peptid nach Anspruch 96, dadurch gekennzeichnet, 
daB die NukleinsSure-Bindungsdomane eine 
OligolysinverlSngerung ist. 

98. Verfahren zur Herstellung eines Konjugats. nach 
Anspruch 61, dadurch gekennzeichnet, daB ein Virus 
Oder ein (poly )peptidisches endosomolytisches 
Mittel und ein Polyamin enzymatisch in Gegenwart 
einer Transglutaminase gekoppelt werden. 

99. Verfahren zur Herstellung eines Konjugats nach 
Anspruch 61, dadurch gekennzeichnet, daB ein Virus 
Oder ein (poly )peptidisches endosomolytisches 
Mittel und ein Polyamin chemisch gekoppelt werden. 

100. Verfahren zur Herstellung eines Konjugats nach 
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„ 62 dadurch gekennzeichnet, dafl ein Virus 
Anspruch 62, dadurc a mo difiziert 
oder eine viruskomponente mxt Bxotin 

! „ daB das modifizierte Virus oder die 

^oppeires -^^r^eins^e in 

101. verfehren sum Einbrrngen TO 

habere eurkaryctische zelXen. dadurch 

flie zellen mit einer 
^ennzeichnet. deB dxe ^el ^ ^ „ 

Zusammensetzung nach emem o 

behandelt werden. 

10, Verfehren — — ^ si nd. 

gekennzeichnet, daB die ^ 

- r=s ."=■= =-"=-- - 

sind. _ , 

108 Verfehren nach Anspruch 107, dadurch 

glnnseichnet. de8 die zellen «e»egsseXlen 

10, Verrahren nach einen, der Ansprache 101 his 108 
109. verranx daB die Nukleinsaure in 

9 eKeiu , +- werden und daB 

p« vivo behandexx weiuclA 

Zusammensetzung ex vivu . de 

ate DNA fur eine oder nehrere i.un.odulxerende 
Suhsrenzen, vorsugsweise Zytosine. ^ert. 
Ill verfehren sur HersteXXung eines heteroXogen 
1 grains in einer hdheren eukaryorischen Z elle. 
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dadurch gekennzeichnet, daB man die Zellen mit 
einer Zusammensetzung gemaB Anspruch 1 behandelt, 
wobei die NukleinsSure eine DNA-Sequenz enthait, 
die fiir das gewttnschte Protein kodiert, die Zellen 
unter Bedingungen, die fiir die Expression des 
Proteins geeignet sind, kultiviert und das Protein 
isoliert. 

112. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend eine 
Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 49 , 
enthaltend eine therapeutisch aktive NukleinsSure 
und einen pharmazeutisch annehmbaren TrSger. 

113. Transfektionskit, enthaltend eine TrSgereinheit , 
in der sich zwei oder mehrere BehSlter befinden, 
wobei ein erster BehSlter eine NukleinsSure-af f ine 
Substanz enthSlt, die gegebenenfalls an einen 
Internalisierungsfaktor fiir eine hShere 
eukaryotische Zelle gekoppelt ist und ein zweiter 
BehSlter ein Mittel enth&lt, das die FShigkeit 
hat, per se in h6here eukaryotische Zellen 
einzudringen und den Inhalt von Endosomen ins 
Zytoplasma freizusetzen. 

114. Transfektionskit, enthaltend eine Tr agereinheit , 
in der sich zwei oder mehrere Behalter befinden, 
wobei ein erster BehSlter eine Nukleinsaure-af fine 
Substanz enthait, die gegebenenfalls an einen 
Internalisierungsfaktor fur eine h6here 
eukaryotische Zelle gekoppelt ist und ein zweiter 
BehSlter eine Nukleinsaure-af fine Substanz 

• enthait, die gekoppelt ist an ein Mittel mit der 
Fahigkeit, als Bestandteil eines 
. Nukleinsaurekomplexes in hBhere eukaryotische 
Zellen einzudringen und den Inhalt von Endosomen 
ins Zytoplasma freizusetzen. 

115. Transfektionskit nach Anspruch 114, dadurch 
gekennzeichnet, daB er in einem ersten BehSlter 
Transglutaminase-gekoppeltes Adenovirus -Polyly sin- 
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Konjugat enthSlt. . Trsgereinheit, 

wobei em erster Behalter 
endos^olytisches Nutleins Mure-af fin. 

eine Streptavidm-modifiziex 

Substanz enthalt. 
117 ^sfe^tionsKit nach Anspruch 116, dadurch 

" gekennzeichnat, dafi dar arsta Beh&lt ~ 
Lotinyliartas Adanovirus und axn zwaxtar Bahaltar 
Streptavidin-Polylysin enthalt. 
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FIG. 2 
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FIG. 5 A 
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FIG. 12B 
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FIG. U 
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FIG. 15 
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